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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Deutsche Zusammenfassung

Zielstellung: Hydroxylapatit (HA) wird in Zahnpasten als Putzkorper eingesetzt. Aktuell wird
die Eignung von HA-Nanopartikeln zur Remineralisation der Zahnhartsubstanz bei initialer Ka-
ries diskutiert. In der vorliegenden Studie soll die Wirkung von HA auf die initiale Biofilmbil-

dung auf Dentin sowie ein moglicher Materialeintrag in die Dentintubuli untersucht werden.

Material und Methode: Um die Wirkung von verschiedenen Zahnpasten (Negativkontrolle:
Wasser; Testpasten: Basis-Paste (B-P: Polyethylenglykol 32 (PEG-32), Sorbitol, Hydroxyethyl-
zellulose, Siliziumdioxid (Si0;), Titandioxid (TiO,), Natrium-Laurylsulfat), Hydroxylapatit-
Paste (HA-P: B-P, 8 % Hydroxylapatit, Aluminium-Lactat (Al-Lactat), Natrium-Fluorid (NaF)
1360 ppm), Abrasiv-Paste (A-P: B-P, RDA: 100, Al-Lactat, NaF 1360 ppm), Chlorhexidin-
Paste (CHX-P: B-P, Chlorhexidin Digluconate 0.05 %, Al-Lactat, Aluminium-Fluorid (AIF)
1360 ppm), Kriuterextrakt-Paste (H-P: B-P, Petersilienol, Curcuma Xanthorrhiza Wurzelex-
trakt, NaF 900 ppm)) auf die in situ Biofilmbildung zu testen wurden fiinf Probanden fiir 24 h
bovine Dentinpriifkdrper (PK, n=120) mit einem geitzten und einem polierten Bereich im Ober-
kiefermolarenbereich mittels Miniplast-Schienen eingesetzt. Die PK im 1. Quadranten wurden
nach 0,5h, 12h und 23,5h fiir 30 s standardisiert geputzt, dabei kamen die in ihrer Position
belassenen PK im 2. Quadranten lediglich mit dem Zahnpastaschaum-Speichel-Gemisch in Be-
riihrung.

Die Biofilmbedeckung der PK und die Vitalitit der Bakterien im Biofilm wurden fluoreszenz-
mikroskopisch bestimmt. Zur morphologischen Charakterisierung der Biofilme wurden raster-
elektronenmikroskopische (REM) Aufnahmen angefertigt. Mit der energiedispersiven Ront-
genspektroskopie (EDX) wurden Elementanalysen der Dentinoberfliache, des Biofilms und der

Zahnpastabestandteile durchgefiihrt.

Ergebnisse: Die geringste Biofilmneubildung zeigten PK, die mit der HA-P und mit der CHX-
P in Beriihrung kamen bzw. damit geputzt wurden. Die geputzten PK der HA-P zeigten im
Vergleich zu der Versuchsreihe mit Wasser und der H-P signifikant weniger Biofilmbedeckung.
Bei dem Vergleich mit der CHX-P, A-P und B-P konnten keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden. Auf der ungeputzten Oberfliche zeigten die PK der HA-P eine quantitative
Reduktion des Biofilms im Vergleich zu Wasser, H-P und A-P. Die ungeputzen PK, der CHX-P
und A-P wiesen liberwiegend avitale Bakterien im Biofilm auf. Auf den PK der B-P und HA-P
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waren die Mengen vitaler und avitaler Bakterien im Biofilm vergleichbar. Die hochste Anzahl an
vitalen Bakterien trat bei der Negativkontrolle mit Wasser auf. Bei den HA-P-Ansitzen wurden
auf beiden Seiten (geputzt/ungeputzt) Zahnpastariickstinde in den Dentintubuli gefunden, die

in der EDX-Analyse als HA identifiziert wurden.

Schlussfolgerung: Die HA-P erwies sich in der vorliegenden Studie als Wirksam bei der Bio-
filmentfernung, sowie bei der Reduktion der Biofilmneubildung. Der HA-Eintrag in die Dentin-
tubuli und die Wirkung der Zahnpastariickstinde auf den Biofilm bediirfen weiteren Untersu-

chungen.
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1.2 Abstract

Objectives: Hydroxylapatite (HA) is used in regular toothpastes as an abrasive cleaning particle.
Currently, the question is being discussed, if HA nanoparticles are suitable for the remineraliza-
tion of the tooth structure in the case of an initial caries diagnosis. The present study investigates
the effect of HA on initial biofilm formation on dentine as well as the possible material entry in

the dentinal tubules.

Materials and methods: To compare the influence of different toothpastes on biofilm formati-
on in situ bovine dentine slabs (n=240) mounted on acrylic splints were worn by 5 volunteers
in their upper jaws for 24 h. Specimens placed in the first quadrant were brushed after 0.5 h, 12
and 23.5h for 30 s each time, specimens in the second quadrant were left unbrushed but conta-
minated with toothpastes slurries. Toothpastes included: basic paste (B-P: polyethylenglykol 32,
sorbitol, hydroxyethylcellulose, silica, titanium dioxide, sodiumlauryl sulfate), additionally to
ingredients of B-P the other toothpastes contained: herb paste (H-P: carum petroselinum seed
oil, curcuma xanthorrhiza root extract, sodium fluoride 900 ppm), abrasive paste (A-P: RDA:
100, aluminum lactate, sodium fluoride 1360 ppm) chlorhexidine paste (CHX-P: chlorhexidi-
ne digluconate 0.05 %, aluminum lactate, aluminum fluoride 1360 ppm), hydroxyapatite paste
(HA-P: hydroxyapatite, aluminum lactate, sodium fluoride 1360 ppm). Brushing with water (W)
served as control. The biofilm coverage of the specimens and vitality of the bacteria were analy-
zed by fluorescence microscopy. To provide a morphological description of the biofilms, images
were taken with a scanning-electron-microscope (SEM). Energy dispersive X-Ray spectrosco-
py (EDX) was used for the elemental analysis of the dentine surface, the biofilm and toothpaste

components.

Results: The lowest biofilm amount was observed on specimens which came into contact with
HA-P and CHX-P or which were brushed with these toothpastes respectively. The brushed spe-
cimens of HA-P showed significantly less biofilm coverage compared to the water and H-P
series of experiments. Compared with the CHX-P, A-P. and B-P no significant differences were
found.

On the unbrushed surface, the specimens of HA-P showed a quantitative reduction in biofilm
compared to water, H-P and A-P. The unbrushed specimens of CHX-P and A-P showed mainly
avital bacteria. On the specimens treated with B-P and HA-P the quantity of vital and avital bac-
teria was comparable. The highest number of vital bacteria occurred with the negative control
by water. In the HA-P group both, brushed and unbrushed specimens, showed depositis of tooth
paste in orifices of the dentinal tubules, which were identified as HA by the EDX-Analysis.
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Conclusion: In the present study, HA-P proved to be effective in biofilm removal as well as in
the reduction of biofilm formation. The HA presence in the dentinal tubules and the effect of

tooth paste residues on the biofilm still require further research.
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2.1 Literaturiibersicht
2.1.1 Dentin

Dentin bildet den Hauptteil der Zahnhartsubstanz; es umgibt die Pulpa, determiniert die Zahn-
form und wird zur Mundhohle vom Schmelz bedeckt. Durchzogen wird das Dentin von Dentin-
kanédlchen (Tubuli), in denen Odontoblastenfortsitze verlaufen, die das Dentin physiologisch
unterhalten [Nanci. 2008]. Die Dentintubuli reichen von der Pulpa bis an die Schmelz-Dentin-
Grenze heran. Der Durchmesser der Kanélchen betrdgt nahe der Schmelz-Dentin-Grenze 0,8 um
(0,5 - 1,4 um) und in Pulpanéhe 1,9 um (1,0 - 2,3 um). Auch die Anzahl der Dentintubuli vari-
iert. In der Nihe der Pulpa werden im Durchschnitt 43.000/mm? (range: 22.000 - 59.000 mm?)
und nahe der Schmelz-Dentin-Grenze nur 20.000/mm?> (range: 7.000 - 40.000 mm?) Dentintu-
buli gefunden [Garberoglio und Brannstrom, 1976].

Das Dentin wird in mehrere Schichten unterteilt. Das Pradentin liegt als innerste Schicht der
Pulpa an; die duflerste, dem Schmelz anliegende Schicht heifft Manteldentin [Hellwig et al.]
2013]. Das Peritubulardentin umgibt die einzelnen Tubuli. Zwischen den Tubuli befindet sich
ein Netzwerk aus kollagenen Fasern, das das intertubulire Dentin stabilisiert [Marshall et al..
1997].

Im Gegensatz zum Schmelz ist Dentin ein lebendes Gewebe, das auf physiologische und patho-
logische Prozesse reagiert [Anand Sherwood und Lakshmi Narayanan, 2010]. Das Fehlen von
zelluldren Bestandteilen im Dentinkorper macht die Regeneration von zerstortem Dentin jedoch
unmoglich. Odontoblasten, die sich direkt an der Dentin-Pulpa-Grenze befinden, konnen neues
Dentin bilden, das jedoch nur in diesem Grenzbereich abgelagert wird [Linde und Goldberg]
1993]. Durch in der Pulpa vorhandene Stammzellen ist die Bildung von Reizdentin moglich,
das sich jedoch strukturell von regulédr gebildetem Dentin unterscheidet.

Dentin setzt sich aus ca. 70 Gewichtsprozent (Gew.-%) anorganischen Anteilen (Calcium und
Phosphat in Form von Hydroxylapatit (HA)), 20 Gew.-% organischen Anteilen (iiberwiegend
Kollagen und kollagenartige Verbindungen) und 10 Gew.-% Wasser zusammen. Die anorgani-
schen Anteile liegen wie im Schmelz in kristalliner Form vor, jedoch sind die Kristalle kleiner
und diinner (Lénge: 20 nm; Breite: 18 - 20 nm, Dicke: 3,5 nm). Dentin ist hochelastisch und
verformbar; seine Permeabilitit iibersteigt die des Schmelzes [Hellwig et al., 2013].
Normalerweise wird das Dentin vom Schmelz und von der Gingiva bedeckt, jedoch kommt es

im Laufe der Zeit durch Abnutzungsprozesse des Zahnschmelzes, wie Erosion, Attrition und
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Abrasion, zu seiner Freilegung. Auch die beispielsweise durch inaddquate Mundhygiene, abra-
sive Zahnpasten und harte Zahnbiirsten, akute und chronische parodontale Erkrankungen, Zahn-
fehlstellungen und kieferorthopidische Behandlungen entstehenden Gingivarezessionen fithren
zu freiliegendem Dentin. Thermische und chemische Reize am freiliegenden Dentin 16sen
Hypersensibilititen aus. Die derzeitig geldufigste Theorie zur Erkldarung der Hypersensibilitét
von Dentin ist das ,,Hydrodynamische Modell*“ nach Brinnstrom. Danach verursachen duf3ere
Reize schnelle Fliissigkeitsbewegungen innerhalb der Dentintubuli, wodurch es zu Deformatio-
nen der Odontoblasten und der Nervenendigungen kommen kann, was die Schmerzempfindung

auslost [Brannstrom et al., 1967].

2.1.2 Biofilme

Von der Wissenschaft wurden Bakterien lange Zeit als solitdr lebende Organismen betrachtet.
Aktuell geht man jedoch davon aus, dass sie mehrheitlich in Biofilmen organisiert sind [Waf=
nick und Kolter, 2000]. Biofilme (syn. Plaque) sind in einer Matrix aus polymeren Molekiilen
eingebettete Bakteriengemeinschaften [Costerton. 1994]. Zu den Voraussetzungen fiir die Ent-
stehung von Biofilmen gehort das Vorhandensein einer Grenzfliche zwischen zwei Phasen (z.B.
Wasser - Festkorper) sowie ein ausreichendes Nahrungsangebot [Costerton, 1987].

In einem Biofilm zu leben hat Vorteile fiir die Mikroorganismen, da sie im Vergleich zu ei-
ner planktonischen Lebensweise den Umgebungseinfliissen nicht ungeschiitzt ausgesetzt sind.
In der Gemeinschaft konnen Substratmangel, Noxen (z.B. Antibiotika) oder auch extreme pH-
Wert-Schwankungen besser toleriert werden [Watnick und Kolter, 2000, Mabrouk et al., 2010,
Carlsson, 1997].

Biofilme zeigen einen charakteristischen Aufbau [Stoodley et al., 1998, Costerton, 1994]. Die
Mikroorganismen sind in einer Matrix aus Wasser und extrazelluldren polymeren Substanzen
eingebettet. Innerhalb des Biofilms erstreckt sich ein Netzwerk aus Kanélchen, die den Aus-
tausch und den Transport von Nihrstoffen, Ionen, Signalmolekiilen und Stoffwechselprodukten
ermoglichen [Stoodley et al., 1994, Nielsen und Molin, 2000]. Die Matrix stabilisiert den Bio-
film und gestattet Wechselwirkungen, Interaktionen und gemeinsame Reaktionen der Bakterien.
Zusitzlich kann ein Genaustausch zwischen den verschiedenen Bakterienpezies stattfinden. Im
Biofilm koordinieren die Bakterien ihr Verhalten iiber Quorum sensing. Damit wird die Fa-
higkeit der Bakterien beschrieben, die Zelldichte indirekt iiber die Konzentration sogenannter
Autoinducer messen zu konnen. Wenn die Zelldichte einen gewissen Schwellenwert iiberschrei-

tet, hat das Auswirkung auf die Genexpression der einzelnen Zelle. Der Biofilm ist damit ein
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leistungsfihiges Okosystem, das auf seine Umwelt reagiert [Chalmers et al.. 2008, Jayaraman
und Wood. 2008, Kolenbrander et al., 2002].

Da Biofilme bevorzugt an Grenzflaichen mit warmem und feuchtem Klima vorkommen, stellt
die Mundhohle ein attraktives Habitat dar. Durch die konstanten Umweltbedingungen und das
regelmifBig eingebrachte Substrat (Nahrung) finden die Mikroorganismen hier gute Lebens-
bedingungen. Im Gegensatz zu anderen Geweben wird die Oberfliche der Zahne nicht durch
Abschilferung und Regeneration stindig erneuert, was die Ausbildung von Biofilmen und das
Uberleben der Mikroorganismen erleichtert [Hannig und Hannig, 2007].

In Biofilmen leben in Abhéngigkeit von der Lokalisation und damit von den Lebensbedingun-
gen verschiedene Bakterien (grampositive / gramnegative Bakterien, fakultative Anaerobier /
obligate Aerobier). In den Biofilmen in Zahnfissuren dominieren grampositive Bakterien und
Streptokokken. Auch in den approximalen Plaque herrschen Streptokokken und grampositive
Stidbchen wie Aktinomyzeten vor. Die gingivale Plaque enthilt dagegen hauptsidchlich obligate

Anaerobier wie Fusobakterien und Prevotella spec. [Marsh und Bradshaw, 1995].

Pellikel- und Biofilmbildung

Durch Adsorption von Proteinen und Biomolekiilen aus Speichel, Sulkussekret, Plasma- und
Nahrungsbestandteilen entsteht die sogenannte Pellikel. Diese zunichst bakterienfreie Schicht
aus Proteinen, Glykoproteinen, Plasmaproteinen, Kohlenhydraten, Lipiden und Enzymen ist un-
gefihr 0,1 - 1 um dick [Hannig und Hannig, 2007, Hannig und Joiner, 2006, Hojo et al., 200Y].
Voraussetzung fiir die Adsorption der Speichelproteine ist eine negativ geladene Schmelzober-
flache, die dadurch entsteht, dass die Calcium-Ionen des Schmelzes bei Kontakt mit dem Spei-
chel eine groBere Tendenz zeigen, in Losung zu gehen, als die Phosphat-Ionen [Bennick et al..
1979, Moreno et al.. 1982, Hay, 1973]. Als Pellikel-Prikursoren fungieren Phosphoproteine wie
Statherin, Histatin und prolinreiche Proteine mit einer hohen Affinitét zur Ionenschicht auf der
Zahnoberfliche [[Yao etal.. 1999]. Neben den Pellikel-Priakursoren lagern sich in initialen Biofil-
men auch Muzine, Glykoprotein I und II, Amylase, Cystatin, Lysozyme, Lactoferrin, Carbonan-
hydrase I und II, sowie Glykosyltransferasen ein. Es ist davon auszugehen, dass dabei nicht nur
elektrostatische Anziehungskrifte eine Rolle spielen, sondern auch Van-der-Waalskrifte und
hydrophobe Wechselwirkungen [Hannig und Joiner, 2006, [Vassilakos et al.. 1992, Vassilakos
etal., 1993].

Die initiale Pellikelbildung dauert nur wenige Minuten. Die deutlich langsamere Reifung der
Pellikelschicht ist durch eine kontinuierliche Adsorption von weiteren Biomolekiilen aus dem

Speichel gekennzeichnet. Nach ca. 30 - 90 min erreicht die Pellikeldicke mit 100 - 1000 nm ein
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Plateau. Bei der Anheftung weiterer Biomolekiile spielen auch Wechselwirkungen zwischen
Proteinen (Protein-Protein-Interaktion) eine Rolle. Die beiden Phasen lassen sich im Raster-
elektronenmikroskop (REM) gut unterscheiden: Die erste initiale Phase liegt dem Schmelz
direkt auf und ist elektronendicht. Die reife Pellikel ist dagegen eine globulédre Schicht mit einer
geringeren Elektronendichte [Hannig, 1999, Hannig und Joiner, 2006].

Die komplexen Funktionen der Pellikel sind fiir physiologische und pathologische Prozesse
relevant. Als Schmiermittel oder Schutzfilm schiitzt sie die Zahnoberfliche beim Kauen gegen
Reibungskrifte [[Aguirre et al., 1989, Tabak et al.. T982]. Als semipermeable Schicht reguliert
sie die De- und Remineralisationsprozesse des Schmelzes iiber den Austausch von Calcium
und Phosphat [Zahradnik et al., 1976, Zahradnik et al., 1977, Zahradnik et al., T978]. Zusitzlich
reduziert die Pellikel den sidurebedingten Verlust von Mineralstoffen, wobei auch die Lipid-
komponenten der Pellikel eine Rolle spielen [[Nekrashevych und Stdsser, 2003]. Durch Spei-
chelkomponenten wie Immunglobulin A (IgA), Lysozym, Lactoferrin, Cystatin und Histatin
besitzt die Pellikel antibakterielle Eigenschaften. Pathophysiologisch bedeutsam ist die Pellikel
als Adhisionssubstrat fiir Bakterien. Daher spielt sie eine wichtige Rolle bei der Entstehung
von Karies und Parodontopathien [@rstavik und Kraus, 1973, Hannig et al., 2003, Hannig und
Joiner, 2006].

Da Proteine und Biomolekiile schneller iiber Van-der-Waals-Krifte mit der Zahnoberflidche in
Kontakt treten konnen als Bakterien [Gristina et al., 1988] geschieht die bakterielle Besiede-
lung immer erst sekundér. Die ersten Bakterien (Pionierkeime) wie Streptococcus (S.) oralis,
S. sanguis und S. mitis binden zunichst reversibel iiber physikochemische Krifte (Van-der
Waals-Krifte) und hydrophobe Krifte an die Pellikel. Dieser Prozess ist die Grundlage fiir die
irreversible bakterielle Adhirenz iiber stereochemische Krifte [Hannig und Hannig, 2007, Han-
nig und Joiner, 2006, Hojo et al., 2009]. Die initiale reversible Bindung erfolgt iiber Fimbrien
auf der Oberfldche von Bakterien. Spiter wird der Kontakt iiber Adhisine in der Bakterienwand
(rezeptorvermittelte Adhédrenz) gefestigt.

Nach der ersten initialen Besiedlung folgt die Ausreifung des oralen Biofilms durch Koag-
gregation (Bindung unterschiedlicher Bakterienspezies) und Koadhision (Bindung derselben
Bakterienspezies) von weiteren Bakterien an die Pionierkeime [Marsh und Bradshaw, 1993].
Am Plaquewachstum sind gramnegative Bakterien wie Fusobacterium nucleatum, Prevotella
intermedia und Capnocytophaga spec. beteiligt. Da Fusobacterium nucleatum mit allen oralen
Mikroorganismen koaggregieren kann, besitzt diese Spezies grole Bedeutung fiir das Wachs-

tum des Biofilms [Kolenbrander, 2000, Stickler, 1999].
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Innerhalb der ersten 24 h ist das Wachstum des Biofilms durch eine kontinuierliche Adsorpti-
on von Mikroorganismen, sowie deren Proliferation gekennzeichnet. Durch die Synthese und
Sekretion von extrazelluldren Polysacchariden (EPS) wird die charakteristische extrazellulidre
Matrix des Biofilms gebildet [Rupf et al., 2012, Marsh und Bradshaw, 1993]. Nach ca. 1 Woche
siedeln sich zusitzlich Porphyromonas gingivalis, Campylobacter rectus, Actinobacillus actino-
mycetemcomitans und Spirochiten im Biofilm an. Nach ungefihr 10 - 14 Tagen ist die Plaque
voll ausgereift. Aufgrund der unterschiedlichen Lebensbedingungen (z.B. Sauerstoffangebot)
entstehen in verschiedenen Bereichen des Biofilms unterschiedliche Lebensgemeinschaften.
Die Bakterien im Biofilm besitzen weiterhin die Fihigkeit, sich aus dem Biofilm zu 16sen und
in die planktonische Phase tiberzugehen [Marsh und Martin, 2003]. Durch Erosion und Ab-
schilferung nach Ausreifung des Biofilms werden Tochterkolonien freigesetzt. Somit konnen
Bakterien auch im Schutz der Biofilmgemeinschaft neue Oberflachen besiedeln [Folwaczny
und Hickel, 2003].

Zur Ubersicht werden hier die Schritte der Biofilmbildung noch einmal zusammengefasst

[Marsh und Bradshaw, 1993]:

1. Pellikelbildung (acquired pellicle)

2. Unspezifische reversible physikochemische Wechselwirkung zwischen Speichelbakterien

und der Pellikelschicht

3. Spezifische stereochemische Wechselwirkung zwischen den priméren Bakterien und den

Rezeptormolekiilen der Pellikelschicht
4. Koaggregation/Koadhision
5. Entwicklung von horizontalen und vertikalen Schichten innerhalb des Biofilms

6. Absiedelungen aus dem reifen Biofilm
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2.1.3 Biofilmmanagement/Beeinflussung des Biofilms

Biofilme auf der Zahnoberfliche gelten als wichtigste Ursache fiir die Entstehung von Kari-
es [Moore und Moore, 1994, Marsh, 2005]. Somit stellt die Verhinderung von Biofilmansamm-
lungen an Ziahnen und Gingiva eine der wichtigsten Ma3nahmen zur Gesunderhaltung des ora-
Die mechanische Reinigung der Zahnfldchen durch die Zahnbiirste, die Anwendung von Zahn-
seide und Interdentalbiirstchen sind effektive Mittel zur Entfernung von Biofilmen. Nach einer
adidquaten Reinigung bleibt lediglich ein ungeordneter Biofilm als diinne Schicht zuriick [Ko-
[ah1 und Soolari, 2006, Van Der Weijden und Slot, 2Z011]].

Zahlreiche Studien belegen, dass die Pellikelformation und -zusammensetzung von den indivi-
duellen Nahrungsgewohnheiten abhingt [Rykke und Sonju, 1991]]. Nachgewiesen wurde bei-
spielsweise, dass der Konsum von Milch mit Saccharose, Sorbitol oder Xylitol die Zusammen-
setzung der Speichelpellikel verdndert [Smith und Bowen. 2000]. Milchproteine und Casein
konnen von der Zahnoberfldche adsorbiert werden und im Austausch mit Albumin in die Pelli-

kel eingebaut werden [Schiipbach et al., 1996].

Zahnpasta

Eine Zahnpasta ist eine Suspension oder ein Gel, das zusammen mit einer Zahnbiirste zur Auf-
rechterhaltung der Gesundheit und der Asthetik der Zihne verwendet wird [Lippert, 2013]. Stu-
dien belegen, dass die Zahnreinigung mit einer handelsiiblichen Zahnpasta die Dicke und Quan-
titdt der Pellikel signifikant reduziert [Hannig und Joiner, 2006]. Das Zdhneputzen sorgt dafiir,
dass die Zahnoberfliche mechanisch von Nahrungsriickstinden und Biofilmen befreit wird. Zu-
dem enthilt die Zahnpasta auch kariostatische Wirkstoffe [[Ienuta und Cury, 2013].

Mittel zur Reinigung der Zihne existierten schon in frithen Kulturen. Hauptbestandteil des da-
mals verwendeten Zahnpulvers waren Eierschalen und Asche. Seitdem hat sich die Zusammen-
setzung stark verdndert. Heute bestehen Zahnpasten aus komplexen Rezepturen mit iiber 20
Inhaltsstoffen. Dabei werden immer neue Zahnpasten entwickelt, die speziell auf die jeweiligen
Bediirfnisse des Individuums ausgerichtet sind. Aktuell sind Zahnpasten auf dem Markt, die
gegen Karies vorbeugen, Parodontitis und Zahnfleischprobleme behandeln, Halitosis und Zahn-
stein reduzieren, Erosionen und Dentinhypersensibilititen bekdmpfen oder Zihne aufhellen.
Durch die Vermischung der Zahnpasta mit dem Speichel wihrend des Zdhneputzens werden die
Wirkstoffe verdiinnt und verteilt. Zusétzlich dndert die Beimengung des Speichels die Tempera-

tur und den pH-Wert des Gemisches, wodurch die Pufferkapazitit gesteigert wird. Dies ist eine
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Voraussetzung dafiir, dass Speichelkomponenten wie Calcium und Proteine mit Bestandteilen
der Zahnpasta reagieren [Lippert, 2013].

Mittlerweile gehoren Zahnpasten zu den komplexesten Gesundheitsprodukten, die auf dem
Markt vertreten sind. Wirkstoffe, Tenside, Geschmacks- und Farbstoffe, sowie Konservierungs-
mittel und andere Hilfsstoffe sind in einer Matrix aus Hydrokolloiden und Wasser eingebet-
tet [Lippert, 2013]. Die aktuell verwendeten Wirkstoffe zielen darauf ab, die Biofilmbildung zu
reduzieren ohne das biologische Gleichgewicht der Mundflora zu stéren [Brecx, 1997)]. In den
vergangenen Jahren wurde bei der Herstellung von Zahnpasten und Mundspiillosungen darauf
geachtet, Wirkstoffe zu verwenden, die die Fiahigkeit besitzen, iiber einen lingeren Zeitraum
am Wirkort zu verbleiben. Diese Eigenschaft wird als Substantivitdt bezeichnet [Brecx et al..

2003, Brecx, 1997].

Hydroxylapatit (HA)

HA ist ein Mineral, das im hexagonalen Kristallsystem kristallisiert und dessen chemische For-
mel Cajg(POy4)g-2(OH) ist [Pepla et al., 2014]. Mit 80 - 90 % ist HA der Hauptbestandteil des
Zahnschmelzes und fiir dessen weiles Erscheinungsbild verantwortlich. Organisiert in Prismen
haben die HA-Kristalle im Zahnschmelz eine Linge von ca. 100 - 1000 nm, eine Breite von ca.
68 nm und eine Dicke von ca. 26 nm. Umgeben sind diese Kristalle von einer Hydratationsscha-
le sowie von kleineren Mengen an organischen Materials (Proteine, Lipide und Kohlenhydrate).
Im Gegensatz zum Schmelz sind die HA-Kristalle im Dentin iiberwiegend in einer organischen
Matrix, aus groBtenteils Typ I Kollagen, eingelagert und mit einer Lange von 50 nm, einer Breite
von 25 nm und einer Dicke von ca. 2 - 5 nm kleiner als die Kristalle im Zahnschmelz [[Berfassoni
et al., 2009]. Neben den physiologischen Prozessen wie Abrasion, Attrition und Erosion konnen
auch pathologische Geschehnisse zum Verlust der Zahnhartsubstanz und somit zur Zerstérung
von HA-Kristallen fithren [Ganss. 2014].

In unterschiedlicher Partikelgrofe werden HA-Kristalle heute in Zahnpasten als Putzkorper ein-
gesetzt, um Verfarbungen zu beseitigen [Lippert, 2013]. Als Nanopartikel wirkt HA abrasiv
auf die Zahnhartsubstanz und kann im Gegensatz zu Siliziumoxid oder Kunststoffen biologisch
abgebaut werden [Kodaka et al., 199Y9]. In vitro Untersuchungen unter erosiven Bedingungen
zeigen, dass sich die Abrasionswerte je nach Zahnpastaformulierung unterscheiden [Arnold

et al., 2016].

Als Nanopartikel (Durchmesser: 0,1 - 100 nm) sollen sie die Remineralisation der Zahnhart-
substanz fordern und Karies vorbeugen [Kim et al.. 2006]. In in vitro Studien erwies sich eine
Konzentration von 10 % Nano-HA-KTristalle als optimal fiir die Remineralisation von Initialla-

sionen [Huang et al., 2009, Klimek et al., 2010]. In einer weiteren in vitro Studie wird suggeriert,
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dass Zahnpasten mit Nano-HA eine bessere Remineralisation als vergleichbare Zahnpasten mit
Amino-Fluorid bewirken [[I'schoppe et al., 2011]. Dies ist jedoch als sehr kritisch zu betrachten
da eine weitere Studie diese Ergebnisse relativierte. Eine HA beinhaltende Zahnpaste konnte
bei dieser in vitro Untersuchung den Substanzverlust nicht im vergleichbaren Umfang als eine
fluoridhaltige Zahnpasta minimieren [Esteves-Oliverra et al., 2017]. Moglicherweise stellen da-
her Zahnpasten mit HA eine Ergiinzung zu Fluorid-haltigen Zahnpasten dar [Najibtard et al.]
2017]]. Als zusitzlicher Wirkstoff in Glasionomer-Zement soll HA zur Remineralisation der ge-
schidigten Zahnhartsubstanz beitragen [Moshaverinia et al., 2008].

AuBerdem wird HA in der Parodontal- und Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie als Knochenersatz-
material benutzt, da es sich mit dem Knochen verbindet, ohne toxisch oder entziindlich auf das
Gewebe zu wirken. AuBlerdem induziert HA die Knochenneubildung iiber eine Aktivierung der
Osteoblasten und wirkt somit osteoinduktiv [Pepla et al., 2014].

AuBerdem soll die Verwendung von Nano-HA-Partikel in Zahnpasten die Dentiniiberempfind-
lichkeit nach Benutzung von Weilmacher-Zahncremes reduzieren [Browning et al., 2012]. Wei-
tere aktuelle in vitro und in situ Studien zur Verminderung von Dentinhypersensibilitit konnten
die Wirkung von nanokristallinen HA zum Verschluss offener Dentintubuli zeigen. Untersucht
wurden hierbei in einem in sifu Putzmodel 10 - 15 Gew.-% nanokristallines HA und NovaMin
und in einer in vitro Studie fluoridhaltige und HA-haltige Zahnpasta [Amaechi et al., 2013, Fa-
rooq et al., 2015]. Bei einer klinischen Studie die eine Verminderung der Dentinhypersensi-
bilitdt untersuchte war die HA-haltige Zahnpasta vergleichbar effektiv als eine 8 % Arginin-
haltige Zahncreme und effektiver als eine 5 % NovaMin enthaltende Paste [lena und Shash-
irekha, 2013].

Die Nano-HA-KTristalle gleichen in ihrer Struktur und Morphologie den abgeschilferten natiirli-
chen Schmelzkristallen und gehoren somit zu den biovertrdglichsten Materialien. In der Medi-
zin werden sie schon seit Jahrzehnten eingesetzt [Hannig und Hannig, 2010a]. Zum ersten Mal
wurden Nano-HA-Kristalle 1970 von der National Aeronautic and Space Administration (NA-
SA) verwendet, als bei Astronauten, die sich lange Zeit in der Schwerelosigkeit authielten, ein
hoher Mineralverlust an den Zdhnen beobachtet wurde. Die Sangi Co. Ltd entwickelte darauf-
hin zunéchst ein synthetisches HA, um den Mineralverlust auszugleichen, und acht Jahre spéter
eine Zahnpasta mit Nano-HA-Kristallen.2006 kam dann die erste Zahnpasta mit synthetisch
hergestelltem HA auf den europédischen Markt. Bei der Vermarktung wird suggeriert, dass HA-
Pasten eine Remineralisation und Reparatur des Zahnschmelzes bewirken. Das HA soll sich als
eine schiitzende Schicht aus synthetischem Schmelz auf die Zahnoberflache legen [Pepla et al.]

014].
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Chlorhexidin (CHX)

CHX ist ein Antiseptikum, das in Form von Gelen, Spiillésungen oder als Zusatzstoff in Zahn-
pasten in der Zahnmedizin Anwendung findet. Derzeit gilt es als Goldstandard der antibakteriel-
len Therapie [van Rijkom et al., 1996]. Aufgrund seiner pharmakologischen Eigenschaften wird
CHX zur Bekdmpfung von Plaque, Gingivitiden und zur Biofilmreduktion eingesetzt [Harald
und Schigtt, 1970, Harald et al., 1972]. Seit den 1970er Jahren wird CHX-Digluconat in einer
Konzentration von 0,06 - 2 % in der Zahnheilkunde verwendet [Harald und Schigtt, 1970, Komao-
rowski et al.. 2000]. Studien zeigen, dass Zahnpasten mit 1 % oder 0,4 % CHX in Kombination
mit Zink das Plaquewachstum und Zahnfleischentziindungen signifikant hemmen [[Yates et al.]
19973, Sanz et al., 1994].

Als Biguanid lagert sich CHX in die bakterielle Zellmembran ein und zerstort sie dadurch. CHX
wirkt somit bakterizid und bakteriostatisch gegen viele grampositive und gramnegative, fakul-
tativ anaerobe und aerobe Bakterien [Lin et al., 2003]. Beispielsweise ist S. mutans anfélliger
gegeniiber CHX als S. aureus [Emilson. 1994]. AuBlerdem kann CHX auch in der antimyko-
tischen Therapie eigesetzt werden [Barkvoll und Attramadal, 1989]. Mit einer Substantivitit
von bis zu 24 h sorgt es im Mund iiber einen lingeren Zeitraum fiir ein bakteriostatisches und
plaquehemmendes Milieu. Die hohe Substantivitiit beruht darauf, dass CHX als Diglukonsalz
sehr gut 16slich ist und durch seine niedrige Oberflachenspannung gut an der oralen Mukosa
und an Zahnoberflichen haftet. AuBSerdem heften sich die kationischen CHX-Molekiile an die
anionischen Phosphatgruppen der Bakterienmembran, wodurch die orale Verweildauer zusitz-
lich verldangert wird [Gijermo et al., 1974, Davies, 1973].

Aufgrund seiner hydrophilen und hydrophoben Eigenschaften kann CHX sowohl an extrazel-
luldire Komplexe als auch an negative geladene Zellmembranen binden [Harald und Schigtt.
[970]. Durch die Bindung an die Zellmembran der Bakterien wird das osmotische Gleichge-
wicht gestort und niedermolekulare Stoffe verlassen die Zelle [Komorowski et al.. 2000]. Zu-
dem denaturieren zytoplasmatische Proteine [Forsten und Karjalainen, 1977]. Aufgrund seines
kationischen Charakters ist die Verwendung von CHX in Zahnpasten schwierig, da das Risiko
einer Inaktivierung durch anionische Inhaltsstoffe besteht [Sanz et al.. 2013].

Neben seiner antimikrobiellen und antiseptischen Wirkung zeigt CHX zudem Nebenwirkungen,
die bei jedem Einsatz abgewogen werden miissen. Dazu zdhlen Geschmacksirritationen [FI6fra
et al.. 1971], Schleimhautablésungen [Emilson, 1994] und Verfirbungen an Zihnen [Hannig
und Joiner. 2006, Heyden, 1973] und Zunge [Jenkins et al., T994]. Eine mogliche Resistenz-
bildung der Bakterien nach intensivem Gebrauch von CHX wird kontrovers diskutiert, scheint
jedoch durch Veridnderungen der Zellmembranstrukturen und Zelloberflachen denkbar. In ei-
nem in vitro Experiment wurde eine Abnahme der Sensitivitdt von S. mutans gegeniiber CHX

beobachtet [Jarvinen et al., 1995].
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Aluminium-(Al)-Lactat

Das zu den Gerbstoffen gehorende Al-Lactat ist ein Salz der Milchsdure. Es verfiigt iiber ad-
stringierende, schwach hidmostatische und Protein-koagulierende Wirkungen [Fiedler, 1967].
Sein adstringierender Effekt beruht auf der Fihigkeit zur Prézipitation von Proteinen. Durch
sein amphoteres Verhalten kann Al-Hydroxid sowohl mit Basen (Bildung von Aluminaten)
als auch mit Sauren (Bildung von Al-Salzen) reagieren. Durch die Prizipitation von Proteinen
konnen adstringierende Substanzen die aufgelockerte, entziindete Schleimhaut wieder straffen
und deren Widerstandsfihigkeit gegeniiber Bakterien erhohen. Beispielsweise bildet sich das
hiufig mit einer Parodontitis vergesellschaftete, marginale Odem durch die Einwirkung hyper-
osmolarer Salzlosungen zuriick. Durch die osmotische Wirkung der Mineralmischung einiger
Zahnpasten (meist mit Natriumchlorid (Na-Chlorid)) wird dem Gewebe Fliissigkeit entzogen
und die Speichelsekretion angeregt, was sich positiv auf das Gewebe und die Mundreinigung
auswirkt [Buddecke. T981]. In einer Konzentration von 0,5 % wirkt Al-Lactat ca. 3 - 4 h adstrin-
gierend auf das Gewebe [Rathe et al., 2007, Wannemacher, 1964].

Moglicherweise schiitzt die Koagulationsmembran, die nach der Proteinkoagulation auf der
Oberfldache gebildet wird, das Zahnfleisch kurzfristig vor Irritationen [Fiedler., 1967, Goodman
und Gilman, 1955]. Al-Fluorid hat denselben Fluoridgehalt wie gewohnliches Na-Fluorid und
vereinigt somit antimikrobielle sowie kariostatische Effekte [Meyer-Lueckel et al., 2013].
Al-Lactat wird als Wirkstoff zur Behandlung von Entziindungen im Mund- und Rachenbereich
eingesetzt und dient in der Dermatologie als Antihidrotikum. Die gesundheitlichen Auswir-
kungen von Al in Deodorants und Zahnpasten werden derzeit kontrovers diskutiert. In einer
Studie wurde eine Al-Exposition als Risikofaktor fiir die Entwicklung von Alzheimer identi-
fiziert [Rondeau et al.. 2009]. Das Bundesinstitut fiir Risikobewertung gibt in Anlehnung an
die europdische Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (European Food Safety Authority) einen
Grenzwert von 1 mg Al pro Woche pro Kilogramm Korpergewicht an [European Food Safety

Authority, 2008].

Fluoride

Die Entstehung von Karies beruht auf einem Ungleichgewicht zwischen der De- und Reminera-
lisation der Zahnhartsubstanz. Uberwiegt die Demineralisation, entsteht durch Herauslosung
von Schmelzanteilen aus dem Verbund eine Kavitit. Das beschriebene Gleichgewicht kann
durch Fluorid-, Calcium- und Phosphat-Ionen zu Gunsten der Remineralisation beeinflusst wer-
den [Amaechi und van Loveren, 2013]. Beim Zahneputzen mit einer Fluorid-haltigen Zahnpasta

diffundieren die Fluorid-lonen in die Mukosa, den Speichel, die eventuell vorhandene Pellikel-
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schicht und in die Zdhne und sorgen so fiir ein Fluorid-Reservoir in der Mundhohle. Beim Zih-
neputzen mit Fluorid-haltigen Zahnpasten kommt es daher nicht nur zu einem mechanischen
Plaqueabrieb, sondern auch zu einer erhohten Verfiigbarkeit von Fluorid-Ionen in der Mund-
hohle [Duckworth, 2013, Tenuta und Cury, 2013].

Die erhohte Saureproduktion der Plaque senkt den pH-Wert, weil die Calcium- und Phosphat-
Ionenkonzentrationen in der Plaquefliissigkeit nicht ausreichen den Gleichgewichtszustand zu
erhalten. Fluoridapatit und Fluorapatit bleiben auch bei niedrigen pH-Werten bis 4,7 stabil. Auf-
grund seines niedrigen Loslichkeitsproduktes wird Fluoridapatit auch im leicht sauren pH-Wert
schneller wieder gebildet als die Calciumphosphat-Phasen des Schmelzes. Somit beschleunigt
Fluoridapatit die Remineralisation des Zahnes [Amaechi und van Loveren, 2013].

Geloste Fluoride, die durch Zahnpasten oder Spiillosungen zugefiihrt werden, hemmen die De-
mineralisation effektiver als inkorporiertes Fluorid in der Zahnhartsubstanz. Dies zeigt eine
Studie, in der menschlicher Zahnschmelz und Schmelz von einem Haifischzahn verglichen wer-
den. Haifische haben einen weitaus htheren Anteil an Fluoridapatit in ihrem Schmelz als Men-
schen. Dennoch wiesen beide Spezies kariose Lasionen auf. Wenn die Probanden eine 0,2 %ige
Na-Fluorid-Losung verwendeten, zeigte ihr Zahnschmelz weniger Mineralverluste als der Hai-
fischschmelz [Dgaard et al., 1988].

Fiir die Kariespriavention spielt auch Calciumfluorid, bzw. das Calciumfluorid-dhnliche Prizi-
pitat eine wichtige Rolle. Das Prizipitat schldgt sich nach Anwendung von Fluorid-haltigen
Priparaten als Niederschlag auf der Zahnoberfliche nieder. Das Calcium stammt vermutlich
aus dem Speichel und den Ziahnen [Larsen und Richards, 2001]. Allerdings tritt Calciumfluorid
in groeren Mengen nur bei Initialldsionen auf. Bei in vitro Untersuchungen an unversehrten
Schmelzoberflichen konnten nur geringe Mengen detektiert werden [Hellwig et al., T987].

Der Nachweis der antimikrobiellen Wirkung von Fluorid beruht tiberwiegend lediglich auf in
vitro Studien. Beispielsweise wurde gezeigt, dass Fluorid den Kohlenhydrat-Metabolismus von
oralen Streptokokken und Laktobazillen hemmt [Balzar Ekenback et al., 2001]].

Um in die De- und Remineralisationsprozesse eingreifen zu konnen, muss Fluor als Fluorid-Ion
vorliegen. Daher wird der Zahnpasta Na-Fluorid, Zinnfluorid oder Aminofluorid zusetzt [Pear=
ce und Dibdin, 1995]. Durch eine Erhohung der Zahnputzfrequenz ldsst sich die Wirkung von
Fluorid-haltigen Zahnpasten steigern [Marinho et al., 2003].

In einer Studie zeigten kariesinaktive Kinder bei der Benutzung von Zahnpasten mit unterschied-
lichem Fluorid-Gehalt (500 ppm, 1100 ppm) keine signifikanten klinischen Unterschiede. Dage-
gen erwies sich der kariostatische Effekt der Zahnpasta mit 500 ppm Fluorid bei Kindern mit

einem erhohten Kariesrisiko als signifikant geringer [Lima et al., 2008].
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Um eine Fluorose durch eine erhohte Fluorid-Zufuhr bei Kindern zu verhindern wurden Grenz-
werte festgelegt. Danach sollen Kinder ab dem Durchbruch der ersten Zdhne einmal am Tag
einen diinnen Film einer Fluorid-haltigen Zahnpasta (500 ppm) benutzen. Im Alter von 2 - 5
Jahren diirfen sie zweimal am Tag eine erbsengrofle Menge verwenden. Nach Durchbruch der
ersten bleibenden Zihne sollten sie auf eine Erwachsenenzahnpasta mit 1000 ppm umsteigen.
Insgesamt wird eine maximale Fluoridaufnahme von 0,05 mg/kg Korpergewicht empfohlen [Fii-

ropean Food Safety Authority, 2013].

Putzkorper

Kleine anorganische Partikel in Zahnpasten werden als Putzkorper bezeichnet. Sie dienen,
zusammen mit der Zahnbiirste der mechanischen Reinigung der Zihne. Die am hdufigsten
verwendeten Putzkorper sind Al-Oxidtrihydrat, Al-Oxid, Calcium-Hydrogenphosphatdihydrat,
Calcium-Pyrophosphat, Siliziumdioxid und unldsliche Metaphosphate. Die Anzahl und die phy-
sikalischen Eigenschaften der verwendeten Putzkorper wirken sich auf die Reinigungsleistung
der Zahnpasta und auf den Abrieb der Zahnhartsubstanz aus. Konventionelle Weilmacher-
Zahnpasten enthalten mehr abrasive Putzkorper als die herkommlichen Pasten oder Gele [Zant=
ner und Kielbassa. 2002]. Der Abrieb der Zahnhartsubstanz durch die Zahnpasta wird interna-
tional iiber den Radioactive-Dentin-Abrasion-(RDA)-Wert bestimmt. Mit dem Verfahren wird
der abtragende Effekt eines Stoffes beim Dentin bestimmt. Durch eine Bestrahlung von extra-
hierten Zdhnen mit Neutronen bildet sich in den duBlersten Schichten radioaktiver Phosphor.
Anschlieend werden die extrahierten Zdhne maschinell gebiirstet und der Anteil des radioak-
tiven Phosphors (RDA-Wert) in der Putzlosung bestimmt. Die RDA-Werte werden wie folgt
eingeteilt: 151 - 250 hohe, 70 - 150 mittlere, < 70 niedrige Abrasivitit [Giles et al., 2009]. Da
der RDA-Wert in einem in vitro Verfahren bestimmt wird, ist er nur bedingt auf die in vivo
Situation iibertragbar [Stookey et al., 1982]. Das Ausmalf des Abriebs beim Zahneputzen wird
nicht nur durch den RDA-Wert der Zahnpasten, sondern auch durch individuelle Putzgewohn-
heiten und Techniken sowie durch die verwendeten Zahnbiirsten bestimmt [(Gonzalez-Cabezas
et al.. 2013]. Zahneputzen ohne Zahnpasta zeigt keine signifikanten Abnutzungserscheinungen

am Zahnschmelz [Absi et al.. 1992, Sangnes, 1976].
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2.2 Ziel der Arbeit / Fragestellung

Als Calcium- und Phosphat-Lieferant ist HA ein wichtiger Wirkstoff in der Zahnheilkunde. In
Form von Nanopartikeln wird HA Zahnpasten zugesetzt, um die Remineralisation von Zahn-
schmelz und Dentin zu fordern [Lelli et al., 2014], kleinere Initialldsionen zu reparieren und
vor einer weiteren Demineralisation der Zahnhartsubstanzen zu schiitzen [Li et al.. 2008]. Laut
vereinzelter Studien soll HA einen hoheren remineralisierenden Effekt als die hédufig in Zahn-
pasten verwendeten Fluoride besitzen [[['schoppe et al., 2011]].

Ziel dieser in vivo Studie war die Analyse der initialen Biofilmneubildung auf Dentin unter
dem Einfluss HA-haltiger Zahnpasten im Vergleich zu Pasten die CHX, Al-Ionen oder Fluorid

enthielten. Weiterhin wurden die Dentintubuli auf einen méglichen Materialeintrag untersucht.
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3 Material und Methode

3.1 Versuchsaufbau

Der Versuchsaufbau ist zusammenfassend in Abbildung [ dargestellt.

Aufklarung und Untersuchung der Probanden
Abformung von Ober- und Unterkiefer
L Modellherstellung )
( N\
Extraktion der Rinderschneidezéhne
|\ J
'd N\
Priifkorperherstellung aus bovinem Dentin
(. J
s N\
Herstellung der Priifkdrpertrageschienen
(. J

[ Versuchsablauf ]

=) 2 insin
Tag
Schienen
ausziehen = rechte Seite fiir Unterkiefer
Schienen Oberkiefer 30 s putzen; putzen
einsetzen putzen > linke nicht
Schienen wieder putzen -> Ausspiilen
einsetzen

3x Putzen:
. nach 30 min

2. nach 12 h
. nach23,5h

e 3\
Analyseverfahren

— -/

( A

1. Fluoreszenzmikroskopie
* Bestimmung der Biofilmenge
* Bestimmung der Vitalitit der Bakterien

2. Rasterelektronenmikroskopie
* Morphologische Beschreibung des Biofilms
auf den PK
* EDX-Analyse

Abbildung 1: Uberblick iiber den Versuchsaufbau der Studie.
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3.2 Studiendesign

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine Pilotstudie mit fiinf Probanden. Das Stu-
diendesign wurde von der Ethikkommission unter der Kennung E 238/03 der Arztekammer

Saarland mit der Erweiterung am 22.07.2013 genehmigt.

3.2.1 Probanden

Fiinf gesunde Probanden im Alter zwischen 24 und 45 Jahren nahmen an der Studie teil. Die
Teilnehmer waren Mitarbeiter und Studenten der Klinik fiir Zahnerhaltung, Parodontologie und
Priventive Zahnheilkunde der Universititsklinik in Homburg. Vor Studienbeginn wurden die
Probanden auf Karies, Anzeichen fiir eine Parodontitis und verminderte/vermehrte Speichel-
flussrate untersucht. Alle Teilnehmer hatten einen physiologischen Speichelfluss, ein vollbe-
zahntes Gebiss, suffiziente Fiillungen, unauffillige Sulkusblutungs- und Gingivaindizes, keine
Zahnfleischtaschen mit einer Tiefe > 3 mm und keine karidsen Lisionen. Keiner der Probanden
rauchte, trank tibermifBig Alkohol oder hatte spezielle Erndhrungsgewohnheiten. Eine Einnah-
me von Antibiotika innerhalb der letzten sechs Monate konnte bei allen Probanden ausgeschlos-
sen werden. Nach der Feststellung der Zahngesundheit wurden die Probanden iiber die Studie,
sowie die Tragedauer und das Putzprotokoll aufgeklirt. Der Konsum von Alkohol, Zigaretten
und die Verwendung von Mundspiillosungen jeglicher Art war wihrend der gesamten Testphase

den Probanden untersagt.

3.2.2 Priifkorper-(PK)- und Schienenherstellung

Dentin-PK-Herstellung

Zur Gewinnung der Dentin-PK (n=120) wurden im Schlachthof Zweibriicken unversehrte
Schneidezdhne von zwei Jahre alten Rindern extrahiert. Die Zihne wurden bei 4°C in 0,1 %iger
Thymol-Losung (Apotheke des Universititsklinikums des Saarlandes, Homburg/Saar, Deutsch-
land) gelagert. Eine Erkrankung der Tiere mit Bovine spongiforme Enzephalopathie (BSE)
konnte ausgeschlossen werden. Die Tiere wurden auf BSE getestet, da sie zum Verzehr wei-
terverarbeitet wurden. Die Zahnkrone der Schneidezihne wurde im Labor an der Schmelz-
Zement-Grenze mit einer Diamantscheibe (Schleiftrennmaschine WOCO 50p, Conrad GmbH,
Clausthal, Deutschland) unter Wasserkiihlung abgetrennt (s. Abb. ). Danach wurde die labiale
Flache von der oralen Flidche getrennt. Mit Hilfe eines Nassschleifgerites (Gripo 2 V, Metkon
Instruments Ltd, Bursa, Tiirkei) wurden aus der Labialfliche die Dentin-PK mit den MaBien

4-5mmx4-5mmx 1-1,5mm herausgeschnitten.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Ségeschnitte zur Priifkérpergewinnung.

Zur Freilegung der gesamten Dentinoberfliche wurden die Schmelzreste mit einer Schleifma-
schine (Buehler, Diisseldorf, Deutschland) und Silikonkarborund-Schleifpapier (P600 - P4000,
FEPA-P wasserfestes Silikonkarborund-Papier, Buehler, Diisseldorf, Deutschland) unter stéin-
diger Wasserkiihlung entfernt und die PK-Flichen zueinander parallelisiert. Zur Polierung
und Standardisierung wurde Silikonkarborund-Schleifpapier in ansteigender Koérnung (bis zu
P4000) verwendet. Die Dentin-PK wurden anschlieBend mit einem Auflichtmikroskop (Zoom-
Stereomikroskope SMZ 14, Motic GmbH, Wetzlar, Deutschland) bei 12-facher Vergroferung
kontrolliert.

Die polierten Dentin-PK wurden zur Entfernung von Polierresten fiir 30s in einer Na-Hypo-
chlorid-Losung (Hedinger, Stuttgart, Deutschland) gelagert. Danach wurden sie fiinfmal in
destilliertem Wasser (Aqua dest., Ecotainer, 1000 ml, B.Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland) gewaschen. Nach griindlicher Spiilung wurden die Dentin-PK im Ultraschallbad
(Sonorex RK 100H, Bandelin, Berlin, Deutschland) fiir 2 min gereinigt und in 70 %igem Iso-
propylalkohol (Hedinger, Stuttgart, Deutschland) fiir 15 min desinfiziert. Abschlie3end wurden
die PK erneut fiinfmal in Aqua dest. gewaschen. Auch die Aufbewahrung der Proben erfolgte

in sterilem Wasser.

Schienenherstellung

Zur Herstellung der PK-Trageschienen aus hartelastischen, transparenten Duran®-Folien (Ma-
Ben 125 mm x 125 mm x 1 mm; Scheu-Dental, Iserlohn, Deutschland) wurde eine Abformung
der Ober- und Unterkiefer der Probanden mit Alginat (Blend-a-print Elastic-Alginat; Procter &
Gamble, Schwalbach, Deutschland) genommen. Die Modelle wurden aus Superhartgips (Die-
Stone Peach Klasse IV-Gips, Heraeus Kulzer GmbH, Hanau, Deutschland) hergestellt. Die fiir
den ersten und zweiten Quadranten im Tiefziehverfahren (Erkopress ES 2004, Erkodent GmbH,

Pfalzgrafenweiler, Deutschland) angefertigten Miniplastschienen bedeckten aus dsthetischen
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und phonetischen Griinden nur den Molaren- und Primolarenbereich. Die Schienen, die jeweils
bukkal und palatinal 3 mm vor dem marginalen Sulkus endeten, wurden mit kleinen Léchern
versehen, um den Proben einen besseren Halt zu geben.

Um raue und glatte Oberflachen vergleichen zu konnen, wurde jeweils die Hilfte eines jeden
PK mit 37,5 %iger Phosphorsdure (Phosphoric Acid, Kerr Italia Srl., Scafati, Italien) fiir 30 s
angeitzt. Jeweils zwei Dentin-PK wurden mit einem A-Silikon President light body (Colte-
ne/Whaledent GmbH und Co. KG, Langenau, Deutschland) auf den Trageschienen befestigt.
Die zwei Proben wurden bukkal rechts und links vom ersten Molaren (16 und 26) angebracht,
wobei die geidtzte Seite immer nach vorne zeigte (s. Abb. B). Um die Ergebnisse besser ver-
gleichen zu konnen, wurde auf eine einheitliche Ausrichtung, Lage und Verwendung der PK
geachtet. Fiir die fluoreszenzmikroskopische Analyse (Axioskop, Axio Imager Al, Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Oberkochen, Deutschland) wurde der erste mesiale PK verwendet. Der
zweite und somit hintere PK wurde fiir die REM-Untersuchungen (REM XL 30 ESEM FEG,

Fei Company, Eindhoven, Niederlande) benutzt.

Abbildung 4: Beispiel einer Priifkorpertrageschiene
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3.2.3 Priifprodukte

Untersucht wurden vier Zahnpasten mit unterschiedlichen Inhaltsstoffen und Wirkmechanis-

men. Zusitzlich wurde eine Basiszahnpasta (B-P) mitgefiihrt, die die Grundinhaltsstoffe aller

vier Testpasten, jedoch nicht HA oder CHX enthielt (s. Tab. ). Als Negativkontrolle putzten

die Probanden in einem Versuchsdurchgang nur mit Wasser.

Tabelle 1: Inhaltsstoffe der verwendeten Zahnpasten.

Paste Abkiirzung | Bestandteile

Hydroxylapatit-Paste * | HA-P B-P, 8% Hydroxylapatit, Aluminium-Lactat,
Natrium-Fluorid 1360 ppm

Chlorhexidin-Paste ** CHX-P B-P, Chlorhexidin Digluconat 0,05 %,
Aluminium-Lactat, Aluminium-Fluorid 1360 ppm

Krauterextrakt-Paste H-P B-P, Petersilienol, Curcuma Xanthorrhiza Wurzel-
extrakt, Natrium-Fluorid 990 ppm

Abrasiv-Paste A-P B-P, Aluminium-Lactat, Natrium-Fluorid
1360 ppm

Basis-Paste B-P Polyethylenglykol 32, Sorbitol, Hydroxyethyl-

zellulose, Siliziumdioxid, Titandioxid, Natrium-
Laurylsulfat (NaC,H»5SO4)

Alle Pasten von Dr. Theiss Naturwaren GmbH; * Lacalut White & Repair, ** Lacalut Aktiv.
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3.2.4 Biofilmgewinnung

Alle fiinf Probanden nahmen an sechs Testrunden teil:

Runde 1: Kontrollgruppe: Wasser (W),
Runde 2: Basispaste (B-P),

Runde 3: Chlorhexidin-Paste (CHX-P),
Runde 4: Kriuterextraktpaste (H-P),
Runde 5: Abrasiv-Paste (A-P),

Runde 6: Hydroxylapatit-Paste (HA-P).

Es wurden insgesamt 120 Dentin-PK fiir die Biofilmgewinnung verwendet. Die Teilnehmer er-
hielten fiir jede Runde zwei neue PK-Trageschiene (rechter und linker Oberkiefer) mit zwei PK
in Aqua dest. und eine neue Zahnbiirste.

Die Testphase erstreckte sich iiber ca. acht Wochen. Die Versuche starteten morgens um 8 Uhr
(12h nach dem normalen Zihneputzen). Die Tragedauer der Schienen betrug fiir jeden Versuch
24 h. Die Miniplastschienen durften nur wihrend den Mahlzeiten entfernt werden. In dieser
Zeit lagerten die Schienen in einer Feuchtkammer. Das Zihneputzen erfolgte nach 12h, 12h
und 23,5 h nach Versuchsbeginn. Dazu wurden beide Schienen ausgezogen, der Oberkiefer ge-
putzt und beide Schienen wieder eingesetzt. Danach wurde die rechte Schiene fiir 30 s geputzt,
die linke Schiene blieb ungeputzt, kam aber mit dem Zahnpastaschaum (Zahnpasta-Speichel-
Gemisch) in Beriihrung. Anschliefend wurde der Unterkiefer geputzt und ausgespiilt. Fiir jeden
Quadranten ergab sich so eine Putzdauer von 30 s. Nach 24 h wurden die PK entnommen und 5 s
in Aqua dest. gereinigt. Dabei wurden Speichelriickstinde sowie nicht adhirente Bakterien ab-
gewaschen. Anschlieend wurden die PK mittels Fluoreszenzmikroskop und REM untersucht.
Zwischen jeder Testrunde lag eine Woche, in der die Probanden ihrer gewohnten Mundhygiene

nachkamen. So wurden iiberlagernde Effekte der verschiedenen Inhaltsstoffe ausgeschlossen.

23



3 Material und Methode

3.3 Untersuchungsmethoden
3.3.1 Fluoreszenzmikroskopie

Die Vitalitit der Bakterien im Biofilm und die Biofilmmenge wurde mittels Fluoreszenzmikro-
skopie durch live-dead-staining dargestellt. Basierend auf Unterschieden in der Zellmembran
farbten sich avitale Bakterien (beschidigte Zellmembran) rot und lebende Bakterien (intakte
Membran) griin. Untersucht wurde der Einfluss der Testzahnpasten auf die Biofilmmenge und
auf die Vitalitdt der Bakterien. Als Kontrolle dienten PK, die nur mit Wasser geputzt wurden.

Die Expositionszeit der PK betrug 24 h.

Probenvorbereitung

Nach Entnahme wurden die PK sofort weiterverarbeitet, um eine Verschiebung des Verhiltnis-
ses zwischen toten und lebenden Bakterien auszuschlieBen. Nach dem Abspiilen mit Aqua dest.
wurden die PK mit einem ,,live-dead-staining* Kit (BacLight®Bacterial Viability Kit L7012,
Molecular Probes, Waltham/Massachusetts, USA) eingefarbt, das die beiden fluoreszierenden
Farbstoffe SYTO 9 (griin) und Propidiumiodid (rot) beinhaltet. Je 1,5 ul dieser Nukleinsidure-
farben (SYTO 9 und Propidiumiodid) wurden mit 500 ul NaCl (0,9 % NaCl, B. Braun Melsun-
gen AG, Melsungen, Deutschland) gemischt und gevortext (Vibrationsschiittler Vortex-Genie
2, Scientific Industries, Inc., New York, USA). Die PK wurden in Mikrotiterplatten mit der
Fluoreszenzlosung benetzt. Die Inkubation dauerte 10 min bei absoluter Dunkelheit. Danach
wurde die Fluoreszenzlosung durch Schwenken der PK in NaCl abgespiilt und die Proben auf
einen Objekttriger (Leit-Taps, Art. Nr. G3347, Plano, Wetzlar, Deutschland) mit Silikon (Gam-
masil Tec A 85 base, Miiller-Omricon GmbH & Co. KG, Lindlar, Deutschland) fixiert. Die
PK-Oberfliche wurde mit Mountin6l des BacLight®Bacterial Viability Kit (L7012, Molecular
Probes, Waltham/Massachusetts, USA) benetzt.

Bildgewinnung

Fiir die Untersuchung der PK wurde ein Fluoreszenzmikroskop (Axio Skop, Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Deutschland) und eine Bildverarbeitungssoftware (Axio Vision 29A, Carl Zeiss,
Oberkochen, Deutschland) verwendet. SYTO 9 dringt in tote und lebendige Bakterien ein und
firbt diese griin. Propidiumiodid gelangt hingegen nur in Bakterien mit geschidigter Zellmem-
bran und reduziert dort den Anteil des SYTO 9. Daraus resultiert eine Rotfiarbung avitaler Bak-

terien. SYTO 9 hat ein Emissionsmaximum von ca. 500 nm und Excitationsmaximum 480 nm.
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Bei Propidiumiodid liegen die Maxima bei 635 nm (Emission) und 490 nm (Excitation). Von
jeder Probe wurden fiinf Bilder der geitzten und der polierten Seite bei einer 1000-fachen Ver-

groflerung aufgenommen.

Quantifizierung der Biofilmmenge

Die Quantifizierung der Biofilmmenge auf den PK erfolgte mit einer Skala von O - 6 (modifiziert
nach Xiaoting Jin 2013 [Feng et al., 2015]). Das Scoring gibt die Menge an adhérenten Bakteri-
en auf der Dentinoberflache an und orientiert sich an den Phasen der Biofilmbildung (s. Abb. B).
Die Proben wurden von zwei Untersuchern unabhiéngig bewertet und bei Abweichungen wurde

durch Diskussion eine Ubereinstimmung erzielt.
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Score O

Score 1

Score 2

Score 3

Score 4

Score 5

Score 6

Keine Bakterien

Einzelne Bakterien/
Mikroorganismen

Kleine
Bakterienkolonie,
duzende Bakterien

Bakterienkolonie
bis hunderte
Bakterien

Multiple
Bakterienkolonien,
<50%der Flache ist
Biofilm

Multiple
Bakterienkolonien,
>50% der Flache ist
Biofilm

Multilayer Bakterien,

>90% der Flache ist
Biofilm

Abbildung 5: Scoring zur Beurteilung der Biofilmmenge auf der Dentinoberfliche (Bildvergroerung siehe Anhang).
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Quantifizierung der Vitalitit

Um neben der Biofilmmenge auch die Vitalitit der Bakterien im Biofilm zu quantifizieren, wur-
de ein weiteres Scoring mit drei Kategorien (s. Abb. B) verwendet, der den Anteil an vitalen
und toten Bakterien auf der Dentinoberflache wiedergibt. Bei der Untersuchungsreihe wurden
nur die ungeputzten PK beriicksichtigt, da bei den geputzten Dentin-PK die Biofilmbedeckung

fiir aussagekriftige Ergebnisse zu niedrig war.

Score 1 Score 2 Score 3
Uberwiegend tote Bakterien Gleich viele tote und Uberwiegend lebende
lebende Bakterien Bakterien

Abbildung 6: Scoring zur Beurteilung der Vitalitit der Bakterien (BildvergroBerung siehe Anhang).

3.3.2 Rasterelektronenmikroskopie

Die REM diente der morphologischen Oberflichenanalyse der Dentin-PK. Alle Aufnahmen
wurden unter Vakuum bei 5kV mit demselben Mikroskop (REM XL 30 ESEM FEG, Fei
Company, Eindhoven Niederlande) angefertigt. Nach einer Ubersichtsaufnahme des komplet-
ten PK wurde eine reprisentative Stelle auf der gedtzten und polierten Seite bei 2.000, 5.000

und 10.000-facher VergroBerung aufgenommen.

Probenvorbereitung fiir die REM

Nach Entnahme von den Miniplastschienen wurden die REM-PK mit Aqua dest. abgespiilt. An-
schlieBend wurden sie fiir 2 h in eine Fixierlosung aus 2,5 %igem Glutaraldehyd (Glutaraldehyd
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland) in 0,1 M Cacodylatpuffer (pH 7, Caco-
dylatsdure Natriumsalz Trihydrat, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe Deutschland) bei
4°C gelegt. Danach wurden die Proben fiinfmal in 0,1 M Cacodylatpuffer fiir jeweils 10 min ge-
spiilt. Es folgte die Entwisserung der Biofilme durch eine aufsteigende Alkoholreihe (s. Tab. D).
Nach der Entwésserung wurden die PK 30 min mit Hexamethyldisilazan (HMDS, (CH3)3SiNH,
98,5 %, ABCR GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) benetzt und anschlieBend luftge-

trocknet.
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Tabelle 2: Fixierung der PK fiir die Rasterelektronenmikroskopie.

Glutaralde- | Cacodylat- Alkoholreihe HMDS
hyd 2,5 % Puffer 50% | 60% | 710% | 80% | 90 % | 100 %
S5x 3x 3x
2h 10 min 10min | 10min | I0min | 10 min | 10min | 10 min | 30 min

Danach wurden die vorbereiteten Proben mit einer leitfdhigen Klebefolie (Leit-Taps, Plano
GmbH, Wetzlar, Deutschland) auf einem Al-Probeteller (Specimen Stubs, Agar Scientific Ltd,
Essex, England) fixiert und mit einer diinnen Schicht aus Gold-Palladium-Partikeln besputtert

(Sputter Coater SC 7640, Polaron Equipment Ltd-Quorum technologies, Newhaven, England).

EDX-Analyse

Zur EDX-Analyse der Dentinoberfliche mit dem darauf befindlichen Biofilm und den Zahn-
pastariickstinden wurde von den PK eine REM-Aufnahme bei 5000-facher Vergroferung an-
gefertigt und anschlieBend mit der energiedispersiven Rontgenspektroskopie (EDX Phoenix,
EDAX Inc., Mahwah, USA) untersucht. Bei dieser EDX-Analyse lag die Nachweisgrenze fiir

die Elemente mit einer Ordnungszahl groBer als 10 bei 0,1 Gew.-%.

3.4 Statistik

ZumVergleich der Median-Scorewerte fiir die Biofilmbedeckung und -vitalitit wurden der Wil-
coxon Test und der Mann-Whitney U Test verwendet [Marx et al., 2016]. Zuerst wurden die
gepaarten Priifkorper mit polierter und geitzter Oberfliche mit dem Wilcoxon Test bewertet.
Danach wuden die geputzten und die ungeputzten PK mit dem Mann-Whitney-U-Test vergli-
chen. Die Pasten B-P, HA-P, H-P, A-P und CHX-P wurden zunichst gegen die Negativkontrolle
Wasser und danach gegen die HA-Paste mit dem Mann-Whitney U Test getestet. Bei einem
p-Wert < 0,05 wurden die Unterschiede als statistisch signifikant bewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchungen mit dem Fluoreszenzmikroskop

Durch die fluoreszenzmikroskopische Analyse wurde die Biofilmmenge bestimmt, die sich nach
24 h auf den geputzten sowie ungeputzten PK gebildet hatte. Weiter wurde auch das Verhiltnis
von toten zu lebenden Bakterien auf den PK nach 24 h Tragezeit ermittelt. Von allen PK wurden
jeweils fiinf Bilder der gedtzten und der polierten Seite angefertigt. Dabei dienten die PK, die

mit Wasser geputzt wurden, als Referenzdaten.

4.1.1 Anordung der Bakterien

Auf den fluoreszenzmikroskopischen Bildern lief sich erkennen, welche Bakterienformen auf
den PK vorlagen und ob die Bakterien einzeln, in Ketten oder als Kolonien vorkamen.

Die Dentintubuli zeigten im Fluoreszenzmikroskop eine gewisse Eigenfluoreszenz (s. Abb. ).
Diese wurde jedoch bei der Auswertung der Proben vernachléssigt. Auch Epithelzellen, die sich
durch Wangenkontakt auf den PK ablagerten, wurden bei den Ergebnissen nicht beriicksichtigt,

da sie unabhéngig von den verwendeten Zahnpasten vorkamen.

(a) (b)

Abbildung 7: Eigenfluoreszenz der Dentintubuli: (a) HA-P geputzt, geitzt, (b) CHX-P geputzt poliert,
PK mit Eigenfluoreszenz und Zahnpastariickstanden in den Dentintubuli (fluoreszensmikroskopische
Aufnahmen). Griin vitale Bakterien; Rot: avitale Bakterien. Original VergroBerung 1000-fach.

Auf den PK waren tiberwiegend Kokken zu erkennen; vereinzelt wurden auch Stibchen nachge-
wiesen. Die ungeputzten PK wiesen iiberwiegend Kolonien auf, wohingegen die geputzten PK

eher vereinzelte Bakterien und Ketten zeigten (s. Abb. ).
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g

(a) (b)

(© d)

(e) (®)

Abbildung 8: Anordnung der Bakterien im 24-h-Biofilm: Vereinzelte Bakterien (a-b), Ketten (c-d) und
Kolonien (e-f); (a und b) CHX-P geputzt, (c) A-P geputzt, (d) H-P geputzt, (¢) HA-P ungeputzt, (f) Was-
ser ungeputzt (fluoreszensmikroskopische Aufnahmen). Griin vitale Bakterien; Rot: avitale Bakterien.
Original VergroBerung 1000-fach.
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4.1.2 Biofilmmenge

Bei der Auswertung der Biofilmmenge wurde das Scoring beschrieben in Abbildung B ver-
wendet. Nach 24 h Tragezeit war die Biofilmbildung bei den ungeputzten PK im Vergleich zu
den mechanisch gereinigten PK signifikant erhoht (p<0,0001 s., s. Abb. B). Ein signifikanter
Unterschied zwischen geidtzter und polierter Seite konnte bei den geputzten PK ebenfalls nach-

gewiesen werden (p< 0,0155s.).

Ungeputzte Seite

Auf der ungeputzen Seite waren keine signifikanten Unterschiede zwischen polierter und ge-
atzter Fliche ersichtlich (p=0,147 n.s.). Im Vergleich zu der Versuchsreihe mit Wasser wiesen
lediglich die Proben der HA-P einen signifikanten Unterschied auf (p<0,014s). Untersuchte
man die Testpasten im Vergleich zur HA-P konnten nur die PK der H-P (p<0,007s.) und A-P
(p<0,005 s.) signifikante Unterschiede zu den Proben der HA-P vorweisen.

Teilweise waren auf den ungeputzten PK kleine Bakterienkolonien, aber auch mehrschichtig
organisierte Biofilme zu erkennen.

Die geringste Biofilmbildung zeigten die Proben der HA-P. Auch bei der Versuchsreihe der
CHX-P waren die ungeputzten PK im Schnitt zu weniger als 50 % der Gesamtoberflache mit
Bakterienkolonien bedeckt. AuB3er bei den Versuchen mit der HA-P, H-P und CHX-P waren
alle ungeputzten PK auf der geitzten Seite von einer stirkeren Biofilmbildung betroffen als auf
der polierten Seite. Die PK der HA-P, H-P und CHX-P wiesen eine vergleichbare Biofilmbe-
deckung auf der geitzten sowie der polierten Seite auf. Die Proben der B-P zeigten auf der
gedtzten und polierten Oberfldache eine groflere Biofilmbedeckung wie die PK der CHX-P aber
eine kleinere als die mit Wasser oder A-P geputzten PK. Die groflte Biofilmbedeckung bei den
ungeputzten PK trat bei den Proben der Versuchsreihe Wasser-, H-P und A-P- auf (s. Abb. T2 +
3).

Geputzte Seite

Auch auf den geputzten PK waren nach 24 h Tragezeit mehrheitlich einzelne Bakterien/ Mi-
kroorganismen, sowie Bakterienkolonien nachweisbar (s. Abb. [0, unten). Die Biofilmbildung
war bei allen verwendeten Zahnpasten auf der geidtzten Seite stirker. Es konnte somit ein si-
gnifikanter Unterschied zwischen geitzter und polierter Seite festgestellt werden (p<0,0015s.).
Verglich man die Ergebnissen der HA-P mit denen der anderen Testpasten konnten statsistisch
gesehen nur signifikante Unterschiede zu der Versuchsreihe mit Wasser (p<0,001 s.) und H-P
(p<0,001 s.) analysiert werden. Alle Pasten aufler die H-P (p=0,054 n.s.) und die B-P (p=0,6n.s.)
unterschieden sich signifikant im Vergleich zu der Versuchsreihe mit Wasser (A-P: p< 0,033 s.;
CHX-P: p<0,026s.; HA-P: p<0,001 s.).
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Die PK, die mit der HA-P geputzt wurden, zeigten nur vereinzelt Mikroorganismen und die ge-
ringste Biofilmbildung. Die mit der CHX-P und der A-P gereinigten PK wiesen durchschnittlich
nur eine geringfiigig hohere Bakterienbesiedelung auf, als die PK der HA-P. Bei der Versuchs-
reihe mit der A-P traten im Vergleich zur HA- und CHX-P grof3e interindividuelle Unterschiede
zwischen den Probanden auf. Die mit Wasser und der H-P geputzten Dentin-PK zeigten die
grofte Biofilmbildung mit kleineren und groBeren Bakterienkolonien. Eine Reinigung der PK
mit der B-P verringerte im Vergleich zu einer Behandlung mit Wasser oder H-P die Biofilmbil-
dung nur geringfiigig. Bei den polierten Proben, die mit der B-P gereinigt wurden konnte eine
vergleichbare Biofilmneubildung beobachten werden, wie bei denen die mit der CHX-P gerei-
nigt wurden (s. Abb. 2 + [3).

In Abbildung @ ist eine Zusammenfassung tiber die Biofilmbildung auf den Dentinpriifkdrpern
dargestellt. Das Diagramm stellt einen Vergleich zwischen geputzten und ungeputzten PK so-
wie geidtzter und polierter Fliche dar.

Die Boxplot-Diagramme in Abbildung 0T bieten eine Ubersicht iiber die Biofilmbedeckung der
PK bei Verwendung der verschiedenen Zahnpasten und verdeutlichen die Wirkung der HA-P
und CHX-P auf die Biofilmbildung der geputzten und ungeputzten Proben.

Zusammenfassung
Biofilm-Bildung
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Abbildung 9: Gegeniiberstellung der Medianwerte der Biofilmbildung zwischen geputzten/ ungeputz-
ten PK (blaue Boxplot-Balken); geputzt, polierten/ geputzt ,gedtzten PK (orange Boxplot-Balken), so-
wie ungeputzt, polierten und ungeputzt geitzten PK (griiner Boxplot-Balken). Signifikante Unterschiede
wurden mit * gekennzeichnet( p<0,05). Die ungeputzten PK (geitzt/ poliert) wiesen keine signifikan-
te Unterschiede auf. Score 0: Keine Bakterien, Score 1: Einzelne Bakterien/ Mikroorganismen, Score
2: Kleine Bakterienkolonien, dutzende Bakterien, Score 3: Bakterienkolonien, bis hunderte Bakterien.
Score 4: Multiple Bakterienkolonien, <50 % der Fliache von Biofilm bedeckt, Score 5: Multiple Bakteri-
enkolonien, >50 % der Flache von Biofilm bedeckt, Score 6: Multilayer Bakterien >90 % der Fliche ist
Biofilm (s. Abb. H)
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Abbildung 10: Biofilmbildung nach 24 h auf den ungeputzten (oben) und geputzten (unten), gedtzten
sowie polierten PK nach dem Scoring von Abb. B.
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In den meisten Dentintubuli der geitzten, aber auch teilweise der polierten Seite konnten Bakte-

rien nachgewiesen werden (s. Abb. ). Dieses Phinomen zeigte sich in allen Versuchsreihen.

(a) (b)

Abbildung 11: Vermehrte Bakterienaggregation in den Dentintubuli auf der geitzten Seite der PK: (a)
Wasser ungeputzt, geitzt, (b) A-P ungeputzt, geétzt (fluoreszensmikroskopische Aufnahmen). Griin vita-
le Bakterien; Rot: avitale Bakterien. Original VergréBerung 1000-fach.

In Abbildung @2 sind reprisentative Aufnahmen der Proben der getesteten Zahnpasten fiir
die ungeputzte und geputzte Seite gegeniibergestellt. Abbildung I3 zeigt Aufnahmen von den
Referenz-PK, die mit Wasser geputzt wurden und Aufnahmen der PK aus Versuchen mit der

B-P.
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Abbildung 12: Gegeniiberstellung der Biofilmbildung nach 24 h auf den geputzten (a, c, e, g) und den
ungeputzten PK (b, d, f, h) der getesteten Zahnpasten: (a und b) HA-P, (¢ + d) CHX-P, (e + f) H-P, (g + h)
A-P. Griin: lebende Bakterien; rot: tote Bakterien (fluoreszensmikroskopische Aufnahmen). Griin vitale
Bakterien; Rot: avitale Bakterien. Original Vergroerung 1000-fach.
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B-P

Wasser

(0 (d)

Abbildung 13: Gegeniiberstellung der Biofilmbildung nach 24 h auf den geputzten (a, c) und den un-
geputzten PK (b, d) der Kontrollgruppe Wasser und der B-P: (a und b) B-P, (¢ + d) Wasser (fluores-

zensmikroskopische Aufnahmen). Griin vitale Bakterien; Rot: avitale Bakterien. Original Vergrofierung
1000-fach.
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4.1.3 Vitalititsbestimmung

Im Gegensatz zur Biofilmbildung traten bei der Bestimmung der Bakterienvitalitdt auf den PK
grofe interindividuelle Unterschiede auf. In die Auswertung wurden nur die ungeputzten PK
einbezogen, da auf der Oberflache der geputzten PK der Biofilm fiir eine Vitalititsmessung
nicht ausreichte.

Da keine signifikanten Unterschiede zwischen geitzter und polierter Seite festgestellt werden
konnten (p=0,47n.s.), wurde bei der Erstellung des Diagramms in Abbildung I3 die polier-
ten und geitzten Flichen nicht getrennt voneinander betrachtet. Aus Ubersichtsgriinden sind in
Abbildung [6 jedoch die Ergebnisse der gedtzten und polierten Fldachen getrennt voneinander
dargestellt.

Vergleicht man die Ergebisse der Versuchsreihe Wasser mit denen der HA-P konnten keine si-
gnifikanten Unterschiede festgestellt werden. Ebenfalls konnten keine Abweichungen zwischen
der HA-P und den anderen Zahnpasten ausgemacht werden. Lediglich bei der Gegeniiberstel-
lung Wasser und A-P konnten signifikante Differenzen ermittelt werden (p<0,0018s.).

Auf der polierten Seite der PK der HA-P befanden sich iiberwiegend avitale Bakterien. Die
Ergebnisse waren mit den PK vergleichbar, die mit der CHX-P in Berithrung kamen. Auf der
geidtzten Seite dieser Versuchsreihe wurden hingegen, iiberwiegend griin-fluoreszierende und
somit vitale Bakterien im Biofilm nachgewiesen.

Die ungeputzten PK, die mit Wasser umspiilt wurden, wiesen tiberwiegend vitale Bakterien auf.
Im Gegensatz dazu fiihrte das Umspiilen mit der CHX-P und der A-P vor allem bei den geitzten,
aber auch bei den polierten PK zu einer Abnahme der Bakterienvitalitit im Biofilm, so dass bei
diesen Proben avitale Bakterien iiberwogen.

Die PK der B-P zeigten unabhingig von der Rauigkeit der Oberfliche im Schnitt gleich viele
avitale und vitale Bakterien. Das Gleiche galt fiir die PK der H-P, jedoch traten grof3e interin-
dividuelle Unterschiede auf. Dabei konnten, wie auch bei der Versuchsrreihe mit Wasser und
HA-P, auf der geitzten Seite geringfiigig mehr vitale Bakterien beobachtet werden als auf der
polierten Flédche.

In Abbildung 4 sind die geitzten und polierten Fldchen der ungeputzten PK gegeniibergestellt.
Diese Abbildung fasst alle Zahnpasten und die Negativkontrolle (W) zusammen.

Die Diagramme zum statistischen Vergleich der Pasten sind in Abbildung I3 und [ dargestellt.
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Zusammenfassung
Biofilm-Vitalitat

25
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Score
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ungeputzt/poliert ungeputzt/geatzt

Abbildung 14: Gegeniiberstellung der Medianwerte der ungeputzt, polierten gegen die ungeputzt ge-
dtzten PK. Es konnten keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden. Score 1: Uberwiegend tote
Bakterien, Score 2: Vergleichbar viele tote und lebende Bakterien, Score 3: Uberwiegend lebende Bakte-
rien (s. Abb. B).
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Abbildung 15: Vitalitit der Mikroorganismen im Biofilm auf den ungeputzten PK. Score 1: Uberwie-

gend tote Bakterien, Score 2: Vergleichbar viele tote und lebende Bakterien, Score 3: Uberwiegend le-
bende Bakterien (s. Abb. B).
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Abbildung 16: Vitalitit der Bakterien im Biofilm auf den ungeputzten, gedtzten sowie polierten PK.

Score 1: Uberwiegend tote Bakterien, Score 2: Vergleichbar viele tote und lebende Bakterien, Score 3:
Uberwiegend lebende Bakterien (s. Abb. B).
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4.2 Biofilmanalyse mit dem Rasterelektronenmikroskop

Als weitere Methode zur Visualisierung des 24-h-Biofilms auf den PK wurde die REM verwen-
det. Zur morphologischen Beschreibung wurden die Biofilmmenge und die Struktur untersucht.
Dabei waren individuelle Unterschiede zwischen den einzelnen Probanden und PK erkennbar.
Auf den PK wurden, wie in der fluoreszenzmikroskopischen Analyse, liberwiegend adhirente
Kokken und nur vereinzelt Stibchen auf der Dentinoberflache nachgewiesen (Abb. 1 a + b).
Die geputzte Seite zeigte in allen Versuchsreihen im Vergleich zur ungeputzten Seite eine Re-
duktion der Biofilmbildung und der Anzahl der Bakterien. Dies ist auf die mechanische Reini-
gung der PK zuriickzufiihren. Geidtzte PK zeigten zumeist eine hohere Biofilmbedeckung als
polierte PK. Zusitzlich setzten sich in den Tubuli der geétzten PK mehr Mikroorganismen und
Zahnpastariickstinde ab als in den Kanélchen der polierten PK.

Die ungeputzten PK der Versuchsreihe Wasser zeigten einen mehrschichtig organisierten Bio-
film mit vereinzelter Auflagerung von Stdbchen und Kokken. Unterschiede zwischen der ge-
dtzten und polierten Seite waren nicht detektierbar (Abb. 1 ¢ + d). Die Dentintubuli waren
mehrheitlich mit Biofilm bedeckt und kaum sichtbar. Lediglich bei zwei Probanden waren auf

der polierten Seite weniger Bakterien erkennbar als auf der geitzten Fliche (Abb. [ e + f).
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Abbildung 17: Ungeputzte PK mit 24 h in situ Biofilm der Kontrolle (Wasser): (a + b) gedtzter PK mit
tiberwiegend Kokken und nur vereinzelten Stibchen, (c) gedtzter PK mit mehrschichtig organisiertem
Biofilm, (d) polierter PK mit mehrschichtig organisiertem Biofilm, (e) geitzter PK: Biofilm mit aufgela-
gerten Kokken und Stdbchen, (f) polierter PK mit Stibchen und Kokken in den Dentintubuli und auf der
Dentinoberflache, (REM-Aufnahmen). Originalvergroerung (a, b, e, f) 5000-fach; (c + d) 2000-fach.
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Bei den ungeputzten PK lagerten sich vermehrt Zahnpastariickstinde auf der Dentinoberfldche
und in den Dentintubuli ab. Die geringste Biofilmmenge zeigte sich bei den ungeputzten PK in
der Versuchsreihe der HA-P und der CHX-P. Hier lagerten sich die Mikroorganismen vorzugs-
weise in den Tubuli ab (Abb. IR a-d).

Det WD Exp

50006 SE 103 7588

10 pum

(d)

Abbildung 18: 24 h in situ Biofilm auf ungeputzten PK; Ablage der Mikroorganismen (griiner Pfeil) und
Zahnpastariickstanden (blauer Pfeil) in den Tubuli und auf der Dentinoberfliche: (a + b) HA-P, (c + d)
CHX-P. OriginalvergroBerung (b + c¢) 2000-fach; (a + d) 5000-fach.

Auch bei den geputzten PK waren Zahnpastariickstinde in den Dentinkanédlchen erkennbar. Auf
der geidtzten Seite waren mehr Zahnpastariickstinde in den Tubuli vorhanden als auf den polier-
ten PK. Am deutlichsten war dies bei den Versuchen der HA-P zu beobachten, wo die Tubuli

der PK wie aufgefiillt wirkten (s. Abb. [9).
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(e)

Abbildung 19: Zahnpastariickstinde der HA-Paste auf der geputzten Dentinoberfliche und in den Den-
tintubuli in 2000-, 5000-, und 10000-facher VergroBerung: gedtzte PK (b, d + e); polierte PK (a + ¢)
(REM-Aufnahmen). Originalvergréerung (a + b) 2000-fach, (c + d) 5000-fach, (e) 10000-fach.

Bei der Versuchsreihe mit der HA-Paste konnten zusitzlich vereinzelte grobere Siliziumdioxid-
Putzkorper auf der Dentinoberfliche nachgewiesen werden. Diese Kristalle wurden durch EDX-
Analysen als Silziumdioxid verifiziert (Abb. Z4a + b, 3). Diese traten auch bei den PK die mit

der A-P umspiilt oder geputzt wurden in dhnlicher Menge auf (Abb. 20).
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Abbildung 20: Darstellung der Siliziumdioxid-Putzkorper (Pfeil), die in EDX-Untersuchungen als sol-
che verifiziert wurden (vergleiche Abbildung D4la + b; D3. (a) HA-P ungeputzt, poliert; (b) A-P ungeputzt,
poliert; (c) A-P geputzt, gedtzt (REM-Aufnahmen). OriginalvergréBerung 5000-fach.

Die PK der HA-Reihe und die der CHX-Reihe wiesen von allen untersuchten Pasten die ge-
ringste Biofilmbildung auf. Auf den ungeputzten PK, die mit der H-P und der B-P in Beriihrung
kamen, war die Biofilmneubildung im Vergleich zu der Versuchsreihe mit Wasser geringer, aber
hoher als bei den ungeputzten PK der HA-P und der CHX-P.

Die Ergebnisse der Versuchsreihe mit der A-P reihten sich zwischen denen der CHX-P und der
B-P ein (Abb. [IT).

Die mit HA-P und CHX-P geputzten Dentin-PK wiesen die geringste Biofilmbildung auf. Die
mit A-P geputzten PK zeigten eine geringfiigig hohere Biofilmneubildung als die mit HA-P
und CHX-P geputzten Proben. Die stérkste Biofilmneubildung trat auf den geputzten PK in den
Versuchsreihen mit Wasser und H-P auf. Diese Daten stimmen in etwa mit den Ergebnissen der

Fluoreszenzmikroskopie iiberein.
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In Abbildung T sind repridsentative REM-Aufnahmen der getesteten Zahnpasten gegeniiberge-
stellt. Diese Abbildung soll die Wirkung der verschiedenen Inhaltsstoffe auf die Biofilmneubil-
dung verdeutlichen. Im Vergleich dazu sind in Abbildung P2 die Negativkontrolle mit Wasser
und die PK der B-P im Vergleich dargestellt.
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Abbildung 21: Gegeniiberstellung der Biofilmneubildung nach 24 h auf den geputzten (a, c, e, g) und
ungeputzten PK (b, d, f, h) der getesteten Zahnpasten: (a + b) HA-P; (c + d) CHX-P; (e + f) A-P; (g + h)
H-P (REM-Aufnahmen). Originalvergrolerung (a, b, c, d, f, g, h) 2000-fach, (e) 1000-fach.
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Wasser

Abbildung 22: Gegeniiberstellung der Biofilmneubildung nach 24 h auf den geputzten (a + ¢) und den
ungeputzten PK (b + d) der Negativkontrolle Wasser und der Testpaste B-P: (a + b) Wasser; (c + d) B-P
(REM-Aufnahmen). Originalvergréerung 2000-fach.
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4.3 Analyse der Biofilme und der Zahnpastariickstinde

Durch EDX-Untersuchungen wurden die im Biofilm und in den Zahnpastariickstéinden enthal-
tenen Elemente analysiert. Im Folgenden werden dabei nicht mehr die Unterschiede zwischen
der geitzten und polierten Seite thematisiert, da diese in den vorangegangenen Kapiteln bereits
beschrieben wurden. Als Referenzdaten wurden die PK die mit Wasser geputzt und gespiilt
wurden analysiert. Zusitzlich dienten die Proben der B-P als Referenz, da die Paste ausschlieB3-
lich die Grundinhaltsstoffe von allen getesteten Zahnpasten beinhaltet (s. Abb. 3). Die EDX-
Analyse war vor allem bei den geputzten PK aussagekriftig, da dort die unterschiedlichen Zahn-
pastasubstanzen am besten nachzuweisen waren. Gelegentlich wurden diese Riickstidnde jedoch
auch auf den ungeputzten PK nachgewiesen.

Bei den REM-Untersuchungen wurden auf den mit HA-P geputzten PK mit Zahnpastariick-
standen aufgefiillte Dentintubuli detektiert (Abb. IU). Die EDX-Analyse ergab, dass es sich bei
diesen Riickstédnden in den Tubuli und auf der Dentinoberfliche tiberwiegend um HA handelte
(s. Abb. 2, DR, DT9). Abbildung 77 zeigt die aufgefiillten Dentintubuli und die entsprechende
EDX-Analyse. In den Tubuli und auf der Dentinoberflache waren Calcium und Phosphat die
dominierenden Elemente. Auch auf den ungeputzten PK konnte HA nachgewiesen werden. Da
bei diesen Ansétzen das Zahnpastagemisch lediglich die PK umspiilte, ist von einer hohen Affi-
nitdt des HA zur Dentinoberflache auszugehen (s. Abb. D9).

Siliziumdioxid-Putzkorper traten auf allen geputzten und zum Teil auch auf den ungeputzten PK
in unterschiedlicher Menge auf (s. Abb. I3b, 24, 23). Die meisten Siliziumdioxid-Putzkorper
wurden auf den PK der Versuchsreihe HA-P und A-P mittels REM detektiert und durch die
EDX-Analyse als solche verifiziert (s. Abb. 4, U3).

Auf den mit CHX-P geputzten PK konnten Al-Verbindungen deutlich nachgewiesen werden (s.
Abb. Z6). Auf der ungeputzten Seite dieser Versuchsreihe waren Al-Riickstinde selten. Bei den
Versuchen der HA-P und der A-P konnten geringere Mengen an Al nachgewiesen werden (s.

Abb. I3).
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Abbildung 23: EDX-Aufnahmen der PK die mit Wasser und B-P geputzt wurden: (a) Wasser geputzt,
Ausschnittsanalyse, (b) B-P geputzt, Punktanalyse. Das Si-Signal (b) lasst Siliziumdioxid-Putzkorper
vermuten.
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Abbildung 24: EDX-Aufnahmen (Punktanalyse) von ungeputzten Dentin-PK. (a) HA-P, (b) A-P.
Siliziumdioxid-Putzkorper konnten in beiden Pasten detektiert werden. Die Putzkrper waren nicht nur
auf den geputzten Dentinoberflachen (s. Abb. I3), sondern auch auf den ungeputzten PK nachweisbar.
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Abbildung 25: EDX-Aufnahmen von Siliziumdioxid-Putzkérpern auf der geputzten Dentinoberfliche,
sowie in Zahnpastariickstinden. Geringer Nachweis von Al auf den PK der HA-P und der A-P: (a) HA-P,
(b) A-P.
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Abbildung 26: EDX-Aufnahmen von Dentin-PK, die mit der CHX-P geputzt wurden. Die Ausschnitts-
analyse (a) und die Punktanalyse (b) dienen dem Nachweis von Al auf der Dentinoberflédche (hier a: 2,1
Gew.-%; b: 10,64 Gew.-%).
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Abbildung 27: EDX-Analyse (Punktanalyse) eines Dentin-PK, der mit der HA-P geputzt wurde. In die-
ser Punktanalyse sind Calcium (hier 84,35 Gew.-%) und Phosphat (hier 6,95 Gew.-%) die dominierenden
Elemente. HA konnte nicht nur in den Dentintubuli, sondern auch auf Pellikel bedeckter Oberfliache nach-
gewiesen werden (s. Abb. D9).
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Abbildung 28: EDX-Analysen von mit HA-P geputzten PK. Elementanalyse der kompletten Dentinober-
fliche zum Nachweis von HA (a + b). Auch hier konnen Calcium (a: 25,57 Gew.-%; b: 23,02 Gew.-%)
und Phosphat (a: 14,13 Gew.-%; b: 12,58 Gew.-%) detektiert werden.
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Abbildung 29: EDX-Analysen der ungeputzten Dentin-PK die mit der HA-P umspiilt wurden. Punkt-
analysen zum Nachweis von HA auf der ungeputzte Seite (a + b). Auch bei diesen PK sind Calcium
(a: 25,26 Gew.-%; b: 21,6 Gew.-%) und Phosphat (a: 12,83 Gew.-%; b: 11,85) in vergleichbarer Menge
detektierbar. 55
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5.1 Methodik

5.1.1 Fragestellung und Studiendesign

Aufgrund seines breiten Einsatzspektrums und seiner Biokompatibilitdt wird HA in der Medizin
und Zahnmedizin bei einer Vielzahl von Indikationen eingesetzt [Pepla et al., 2014]]. Ein Ziel
der priaventiven Zahnheilkunde ist die Entwicklung von Verfahren zum Biofilmmanagement und
zur Remineralisation von Initiallisionen, um die Entstehung von Karies zu verhindern [Hannig
und Hannig, 20106].

Dabei spielen HA-KTristalle unterschiedlicher GroBe eine zentrale Rolle [Lelli et al., 2014]]. Da
HA der Hauptbestandteil der Knochen und Zihne ist, gehort es zu den am besten erforsch-
ten Biomaterialen. Als Calcium- und Phosphatlieferant kann HA durch eine Steigerung der
Konzentrationen dieser Elemente in Speichel, Pellikel und Biofilm Demineralisationsprozesse
entgegenwirken bzw. die Remineralisation fordern. Als Bestandteil von Zahnpasten zeigt es
eine gute Bindefdhigkeit an vorhandene Biofilme und Plaque. Dadurch sollen die kleinen HA-
Kristalle kleinere Porositiaten am Zahnschmelz auffiillen [Hannig und Hannig, 20104d].

Bei der Privention von Karies spielt die Nanotechnologie eine groBe Rolle. Fiir die Remi-
neralisation bzw. Reparatur kleiner Defekte oder Initialldsionen werden meist Nanopartikel
benutzt, die die gleiche Grofle wie natiirliche HA-Kristalle im Schmelz (20 nm) und Dentin
(100 nm) besitzen. In vitro Untersuchungen belegen, dass diese Nanopartikel gut an der angeitz-
ten Schmelzoberfldche anhaften und folgende Demineralisationsprozesse verzogern. Die Repa-
ratur von Initialldsionen beugt einer weiteren Demineralisation und somit Karies vor [Li1 et al.]
2008]. Laut in vitro Studien adsorbieren nicht aggregierte bzw. gruppierte HA-Nanopartikel
(100nm x 10nm x 5nm) an die Bakterienoberfliche, wo sie eine weitere Bakterienadhirenz
verhindern [[Venegas et al., 2006].

Eine Studie suggeriert, dass Zahnpasten mit Nano-HA einen hoheren remineralisierenden Ef-
fekt auf Schmelz und Dentin habe als vergleichbare fluoridhaltige Zahnpasten [[I'schoppe et al.]
2011]. Diese Untersuchungen sind als sehr kritisch zu betrachten, da Fluoride seit Jahren erfolg-
reich in der Kariespridvention eingesetzt werden. Die weiter bestehende Kariesinzidenz verlangt
allerdings Ergiinzungen oder auch Alternativen zu fluoridhaltigen Prédparaten und dabei spielt

HA eine wichtige Rolle.
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Um den Einfluss von verschiedenen Wirkstoffen auf die Biofilmbildung zu erfassen, wurde in
der vorliegenden Studie ein in situ Modell gewihlt. Mit der Negativkontrolle Wasser und der
Testpaste B-P (ohne antimikrobiellen Inhaltsstoffe) wurde der potentielle Effekt des Speichels
abgebildet. Als Applikationsform wurde die Zahnpasta gewihlt, da es die einfachste Methode
darstellt und allen Probanden vertraut war. Somit konnten Anwendungsfehler minimiert wer-
den.

Die systematischen Untersuchungen wurden neben der Negativkontrolle mit Wasser mit fiinf
unterschiedlichen Zahnpasten durchgefiihrt.

Die in der Versuchsreihe verwendete HA-Paste beinhaltete neben den Bestandteilen der B-P Al-
Lactat, 1360 ppm Na-Fluorid und 8 %iges HA. Als ideale Vergleichspaste diente die A-P, die
bis auf HA die gleichen Wirkstoffe enthielt. Als weitere Vergleichspasten wurden eine CHX-
haltige (CHX-P) und Kriuterextrakt-haltige (H-P) verwendet. Die H-P enthielt die geringste
Menge an Fluorid (s. Tab. ).

5.1.2 Herstellung und Verwendung der bovinen Priifkorper

Rinderzidhne unterscheiden sich strukturell und in ihrer chemischen Zusammensetzung (Calci-
um, Phosphor, Magnesium) nicht wesentlich von humanen Zihnen [Esser et al.. 1998]. Durch
ihre ausreichende Verfiigbarkeit und Grofe eignen sie sich gut fiir die Herstellung der PK. Da
in der vorliegenden Untersuchung PK mit einer geédtzten und polierten Seite verwendet werden
sollten, war eine ausreichende Groflie (4 - Smm x 4 - Smm x 1 - 1,5mm) erforderlich. Bei
der Verwendung von humanen PK hitten daher deutlich mehr kariesfreie Zihne extrahiert wer-
den miissen. Auch die Homogenitét und Kariesfreiheit der Rinderzéhne spielten bei der Wahl
der PK eine wichtige Rolle. Bei der Verwendung von bovinen PK muss jedoch beriicksichtigt
werden, dass Rinder eine pordsere Zahnhartsubstanz haben als Menschen. Die damit verbunde-
ne hohere Diffusionsrate begiinstigt die Kariesentstehung [Featherstone und Mellberg, 1981]].
Auch die GroBe der Apatitkristalle und die interprismatische Substanz weichen von den huma-
nen Préparaten ab [Oesterle et al., T998].

Fiir eine groBBtmogliche Vergleichbarkeit wurden die 120 Dentin-PK aus kariesfreien Frontzih-
nen von zweijdhrigen Rindern aus einem Schlachthof gefertigt. Die einheitliche Erndhrung der
Rinder fiihrt zu einer vergleichbaren mineralischen Zusammensetzung des Rinderzahnes.
REM-Untersuchungen belegen, dass die initiale Biofilmbildung an Oberflichenunebenheiten,
beginnt. An diesen Stellen sind die Scherkrifte geringer, die eine Anheftung der Bakterien er-

schweren [Quirynen und Bollen, 1995, McConnell et al.. 2010]. Fiir eine glatte, gleichmiBige
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Oberflache wurden die Dentin-PK mit Nassschleifpapier in aufsteigender Korngrée poliert.
Anders als PK aus Glas weisen bovine PK in fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen eine
Eigenfluoreszenz auf (Abb. [@).

Daher ist eine computergestiitzte Auswertung der Proben nur eingeschriankt moglich. Glas-PK

sind jedoch den bovinen PK als Modell fiir physiologische Adhisionsprozesse unterlegen.

5.1.3 Probandenauswahl

An der vorliegenden Studie nahmen fiinf Probanden teil. Da bestimmte Erkrankungen und Me-
dikamente Auswirkungen auf die Speichelflussrate und -zusammensetzung [Bergdahl und Berg
dahl, 2000, Leal et al., 2010] und somit auf die Biofilmbildung haben, wurden diese iiber eine
Anamnese ausgeschlossen. Weiter wurden nur Probanden mit kariesinaktivem Gebiss, unauf-
falligen Schleimhautbefunden und parodontal unversehrten Zdhnen zugelassen. Um die Verfil-
schung der Ergebnisse durch Nahrungsbestandteile zu verhindern, wurden die Probanden ange-
halten, beim Essen die Schienen zu entfernen und wihrend der Tragezeit nur Wasser zu trinken.
Alkohol, Zigarettenkonsum und die Verwendung von Mundspiillésungen wurden untersagt. Die
Schienen wurden jeweils 24 h ab 8 Uhr morgens (Vereinheitlichung des zirkadianen Rhythmus)
getragen. Fiir das Putzen der Schienen nach 30 min, 12 h und 23,5 h erhielten die Probanden
eine einheitliche Zahnbiirste. Fiir die Versuchsreihen mit den verschiedenen Testpasten wurde

jeweils eine neue Zahnbiirste verwendet.

5.1.4 Biofilmgewinnung

Der Wissenschaft stehen in situ und in vitro Modelle zur Analyse von dentalen Biofilmen zur
Verfiigung. Mit in vitro Biofilmmodellen konnen die Wirkung von antimikrobiellen Inhaltsstof-
fen, die Mechanismen der Biofilmbildung sowie Resistenzentwicklungen im dentalen Biofilm
unter Laborbedingungen erforscht werden. Der Vorteil dabei ist, dass die Versuche reprodu-
zierbar und wiederholbar sind und keine individuellen Gegebenheiten auf die Versuchsreihen
einwirken. Dies erlaubt eine objektive Auswertung der Ergebnisse und eine Anpassung der
Untersuchungsparameter nach Bedarf [Wimpenny, 1982]. In vitro Modelle sind das Mittel der
Wahl zur Vertriglichkeitsanalyse kritischer Substanzen.

Fiir die in vitro Biofilmgewinnung haben sich zwei Verfahren etabliert. Das ,, flow displacement
biofilm model* ist ein offenes, dynamisches System mit einem stindigen Austausch von ver-

brauchtem und frischem Wachstumsmedium. Durch diese Scherbewegungen werden Biofilme
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gebildet. In dem ,,mikrotiter plate-based model“ wichst der Biofilm statisch auf Kunststoff-
oberflachen innerhalb eines geschlossenen Systems. Dabei konnen unterschiedliche Parameter
gleichzeitig mit wenig Aufwand erforscht werden [Coenye und Nelis, 2010].

Nach erfolgreichen in vitro Versuchen schlielen sich meist klinische in sitzu Modelle an, da zwi-
schen der Bioadhésion in vivo und in vitro gro3e Differenzen auftreten [[[awakoli et al., 2013].

Fiir die intraorale Biofilmgewinnung eignen sich beispielsweise Zdhne, die aus kieferorthopi-
dischen Griinden extrahiert werden miissen [[Al-Mulla et al., 2010]. Einschrinkungen ergeben
sich daraus, dass bei der Extraktion die Zange einen Teil des Biofilms zerstort. Eine weitere
Moglichkeit ist die Befestigung von PK an kieferorthopiddischen Brackets [Meyerowitz et al.]
199T] oder an herausnehmbaren Schienensysteme und Teilprothesen [Laheij et al., 2010]. Durch
die Verwendung von Trigermaterialien bleibt die Struktur des Biofilms bei der Entnahme der
PK erhalten.

Fiir die vorliegenden Versuche wurden die PK auf diinne, herausnehmbare Kunststoffschienen
montiert. Die Probanden konnten ihre Mundhygiene wie gewohnt durchfiihren. Durch den ho-
hen Tragekomfort wurde eine gute Compliance bei den Probanden erreicht. Die bovinen Dentin-
PK wurden auf den Trageschienen in ein A-Silikon eingebettet und ringsherum umschlossen,
um Scherbewegungen durch die Wange und das Umspiilen der PK mit Speichel zu minimieren.
Durch das Silikon konnten die Proben nach der Tragezeit von den Miniplast-Schienen abge-
nommen werden, ohne den Biofilm zu beschéddigen.

Ein Nachteil solcher in situ Modelle ist die fehlende Reproduzierbarkeit. Obwohl die Proban-
den angehalten wurden, das Putzprotokoll und die Tragezeit der Schiene genau einzuhalten, ist
eine unterschiedliche Handhabung durch die Probanden nicht auszuschlie3en.

Optimal wire es, den Biofilm direkt aus dem Mund vom natiirlichen Zahn zu entnehmen bzw.
direkt im Mund zu untersuchten. Die toxischen Materialien und die eingeschrinkten Platzver-
hiltnisse in der Mundhohle machen ein solches Vorgehen jedoch unmdoglich [Robinson et al.]

1997]].
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5.1.5 Untersuchung des Biofilms

Fluoreszenzmikroskopie (live-dead-staining)

Die Fluoreszenzmikroskopie diente in der vorliegenden Dissertation der Visualisierung von vita-
len und avitalen Bakterien [Hannig und Hannig, 2007]. Ein Vorteil dieser Untersuchungsmetho-
de ist, dass die PK ohne aufwendige Vorbereitung direkt analysiert werden kénnen [Arweiler
et al., 2002]. Allerdings erlaubt das Verfahren nur die Differenzierung von vitalen / avitalen
Bakterien und von Stdbchen / Kokken. Eine genaue Analyse oberflachlicher und tiefer Plaque-
schichten und eine Bestimmung der Bakterienspezies ist nicht moglich [Arweiler et al., 2002].
In der vorliegenden Studie wurde das BacLight Bacterial Viability Kit benutzt. Beide darin ent-
haltenen Farbstoffe (Propidiumiodid, Syto 9 green) lagern sich in doppelstringige DNA ein.
Das griin fluoreszierende Syto 9 firbt lebende und tote Zellen, wihrend das rot fluoreszierende
Propidiumiodid nur Zellen mit geschddigter Membran markiert. Wenn es in die Zelle eindringt
verdringt es Syto 9 green. Daher prisentieren sich vitale Bakterien unter dem Fluoreszenzmi-
kroskop griin, und avitale Bakterien rot [Berney et al., 2007, Boulos et al., 1999].

Als Nachteil der Methode wird der Effekt beschrieben, dass mit steigender Belichtungszeit
griin fluoreszierende Zellen instabil werden und ihre Lebensfihigkeit verlieren, wodurch die ur-
spriingliche Vitalitit der Bakterien im Biofilm falsch eingeschétzt werden kann [Netuschil et al.
2014]. Die Auswertung der PK sollte daher nach der Fiarbung nicht langer als 10 min dauern.
Bei der Betrachtung der PK und bei der Analyse der Ergebnisse musste eine gewisse Eigenflu-

reszenz der Zahnpasta beriicksichtigt und miteinbezogen werden.

5.1.6 Scoring der Biofilmmenge und Vitalitiit der Bakterien

In der vorliegenden Studie wurde ein Scoring fiir die Biofilmbedeckung und fiir die Vitalitét
der Bakterien erstellt (Abb. B und B). Eine Auszihlung von einzelnen Bakterien auf den PK war
nicht durchfiihrbar, da die ungeputzten PK teilweise dreidimensionale Bakterienkolonien oder
einen mehrschichtig organisierten, die komplette Oberfliche bedeckenden Biofilm aufwiesen.
Auch die Eigenfluoreszenz der Dentintubuli macht eine computergestiitzte Auswertung unmog-
lich. Vor allem in geétzten PK waren in den Dentintubuli mit der REM adhidrente Bakterien

nachweisbar, die fluoreszenzmikroskopisch nicht im Detail erfasst werden konnten.
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5.1.7 REM/EDX

Fiir eine ergiinzende morphologische Beschreibung des Biofilms wurde die REM genutzt. Die-
ses Verfahren ermoglicht eine detaillierte Aufnahme der PK und der Dentintubuli bis zu einer
200.000-fachen VergroBerung. Die komplexen und zeitaufwidndigen Vorbereitungsmafinahmen
der PK (z.B. Fixierung, Dehydrierung) und Schwierigkeiten bei der Bestimmung der Bakteri-
enspezies werden als Griinde genannt, die REM nicht als alleinige Methode zur Untersuchung
von Biofilmen zu verwenden [Hannig et al., 2010]. Auch eine Unterscheidung zwischen vitalen
und avitalen Bakterien ist nicht moglich.

Zusitzlich zur morphologischen Beschreibung durch das REM wurden EDX-Analysen des Bio-
films und der Zahnpastabestandteile durchgefiihrt. Neben Punktanalysen ausgewdhlter Areale
wurden auch Analysen der gesamten Bildoberfliche erhoben. Uber Punktanalysen konnten bei-

spielsweise Riickstinde in den Tubuli erfasst werden.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

Die Unterschiede zwischen den Probanden bei der Biofilmmenge und in der Vitalitédt der Bak-
terien konnen durch individuelle Faktoren wie Speichelmenge- und -zusammensetzung, sowie
durch unterschiedliche Nahrungsgewohnheiten bedingt sein. Auch eine variable Compliance
der Testpersonen kann die Ergebnisse beeinflussen.

In der vorliegenden Studie wurden bei jeder Versuchsreihe die geputzten PK den ungeputzten
gegeniibergestellt. Die mechanisch gereinigten PK wiesen bei jeder Versuchsreihe eine Bio-
filmreduktion auf der Dentinoberflache auf. Dies verdeutlicht die Wirksamkeit des alleinigen
Putzens mit und ohne Zahnpasta.

In der vorliegenden Studie wurde eine Negativkontrolle (Wasser) verwendet. Die Negativkon-
trolle mit Wasser zeigte im Vergleich zu den Ansitzen mit B-P mit und ohne mechanische Rei-
nigung eine ausgedehntere Biofilmbedeckung und eine erhohte Vitalitit der Mikroorganismen
im Biofilm. Diese Befunde verdeutlichen die Wirksamkeit der Grundinhaltsstoffe der getesteten
B-P im Vergleich zu Wasser. Vergleicht man jedoch die Ergebnisse der B-P mit denen der HA-P,
CHX-P und A-P war die B-P und die H-P jedoch weniger effektiv, wodurch der Effekt von HA,
CHX und Al auf die Biofilmneubildung und die Vitalitit der Bakterien im Biofilm hervorgeho-
ben wird. Bei dieser Betrachtung der Ergebnisse muss jedoch beriicksichtigt werden, dass die
HA-P und die A-P vermehrt Putzkorper in Form von Siliziumdioxid beinhalten, was zu einer

Verstiarkung der mechanischen Reinigung der Dentinoberfliche beitragen kann.
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Dieses Phinomen verdeutlicht, dass nicht jede Zahnpasta die Biofilmreduktion in gleicher Wei-
se unterstiitzt und daher noch weiter Untersuchungen erforderlich sind um diese Frage eindeutig
zu kldren. Welchen Anteil die jeweiligen Wirkstoffe und die mechanische Reinigung an der Re-
duktion der Biofilmneubildung haben ist durch die Studie jedoch nicht eindeutig zu beweisen.
Es fehlen auch klinische Untersuchungen die belegen, dass Karies alleine durch mechanische
Entfernung des Biofilms verhindert werden kann [Geurtsen et al., 2016].

Weieterhin wurde bei den Versuchen zwischen einer geitzten und polierten Dentinoberfla-
che unterschieden, da sich die Oberflichenbeschaffenheit auf die Biofilmadhision auswirken
kann [Hannig und Hannig, 2009, McConnell et al., 2010]. Rauhe Oberflichen, wie z. B. initia-
le Kariesldsionen, sind ungiinstiger zu Reinigen als polierte, glatte Oberflichen und es lagern
sich dort vermehrt Bakterien an [Bollen et al., 1997]. Dieses Phdnomen zeigte sich auch in der
vorliegenden Studie. Putzen auf poliertem Dentin fiihrt zu einer signifikanten Reduktion der
Biofilmneubildung im Vergleich zur gedtzten Oberfliche. Nach 24-stiindiger Biofilmbildung,
ohne mechanische Reinigung, ist jedoch kein signifikanter Unterschied mehr zwischen geitzter
und polierter Oberfliche erkennbar. Dies verdeutlicht, dass Biofilme nach 24 h den Effekt einer
polierten Dentinoberfliche iiberwinden.

In den Dentintubuli wurden vermehrt Biofilmaggregationen sowie Zahnpastariickstinde ge-
funden. Dies trat besonders auf der geitzten Seite der PK auf, da Pellikel sich primér an
Oberflichenunebenheiten ausbilden [Hannig und Hannig, 2009, McConnell et al.., 2010]. Ei-
ne Oberflichenrauigkeit von mehr als 0,2 um ist fiir eine bakterielle Besiedelung besonders
vorteilhaft [Bollen et al., 1997]]. Die Dentinkanélchen schiitzen die Mikroorganismen vor Scher-
kriften und bieten eine giinstige Umgebung fiir das Wachstum des Biofilms.

Im Vergleich zu humanen Priparaten besitzt bovines Dentin bei insgesamt groleren Tubuli
eine geringere Tubulusdichte. Dies sollte bei der Interpretation der Ergebnisse beriicksichtigt
werden [Jung et al., 2010].

REM-Analysen der Kontroll-PK, die nur mit Wasser in Beriihrung kamen, zeigen die Morpho-
logie der initialen Pellikel auf der Dentinoberflache. Bei einigen Aufnahmen war zu erkennen,
wie sich kleinere Partikel den Bakterien anlagern (Abb. [Ze). Das abgebildete Stadium ent-
spricht daher einer Reifung zur dentalen Plaque [Hannig und Joiner, 2006].

Bei der Biofilmvitalitét sind bei einigen PK Verinderungen zu erkennen, jedoch muss hier die
Eigenfluoreszenz der Zahnpasta beriicksichtigt werden. Die Ergebnisse konne dadurch beein-
flusst werden und miissen dahingegen abgewigt werden. Hier besteht auch nach dieser Studie
weiterer Forschungsbedarf da die antimikrobiellen Substanzen wirksam sein sollen jedoch auch

zu keiner Schiadigung des umliegenden Gewebes fiihren diirfen.
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Die vorliegenden REM- und fluoreszenzmikroskopischen Befunde zeigen, dass der inhibito-
rische Effekte auf die Biofilmneubildung bei der HA-P und CHX-P vergleichbar waren. Die-
se Ergebnisse entsprechen den Resultaten einer vorangegangenen Studie mit einem bovinen
Schmelzmodell [Hannig et al., 2013].

Bei den HA-P-Ansitzen konnte auf den geputzten und ungeputzten PK im live-dead-staining
und im REM eine verminderte Biofilmneubildung im Vergleich zu den anderen Zahnpasten
nachgewiesen werden. Einen inhibitorischen Effekt des HA auf die Biofilmneubildung zeigte
ebenfalls eine Studie mit BioRepair [Hannig et al., Z013]. In einer in vitro Studie wurde aufer-
dem gezeigt, dass HA-Nanopartikel mit der bakteriellen Zellmembran interagieren [Venegas
et al., 2006]. Vermutlich kompetieren die Adhésine der bakteriellen Zellmembran und die Na-
nopartikel um die gleichen Bindungspartner, was die Anheftung von Bakterien auf den initialen
Biofilm verzogert. Dieser Effekt wurde schon fiir andere Nanomaterialien beschrieben [KRose!
2000].

In den REM-Aufnahmen waren bei den Versuchen mit der HA-P globulédre Strukturen auf der
Dentinoberflache und in den Tubuli zu erkennen. Diese Aufnahmen zeigen, dass die Kanélchen
mit dem Zahnpastagemisch und den darin enthaltenen Nano-HA-Kristalle aufgefiillt wurden
(Abb. M3). Die Strukturen beruhen nicht auf das Vorhandensein von Parotisproteinen, da diese
eine andere GroBe besitzen [Hannig und Joiner, 2006]. Laut EDX-Analysen handelte es sich
bei diesen Strukturen um Nano-HA-Kristalle, die der Zahnpasta als Wirkstoffe beigefiigt waren
(Abb. 7, DB, D9). Auf Grund dieses Phidnomens wird in vielen Studien suggeriert, dass HA
zur Behandlung von schmerzempfindlichen Zihnen und zur Remineralisation der Zahnhartsub-
stanz eingesetzt werden kann [[I'schoppe et al., 2011]. Die HA-Nanopartikel in den Zahnpasten
haben die gleiche GroBBe wie HA-Partikel in der humanen Zahnhartsubstanz. Daher wird sug-
geriert, dass diese Nanopartikel kleinere Lisionen am Zahn auffiillen konnen [Hannig und
Hannig, 2010a]. Das Bedecken der Dentinkanélchen spricht fiir einen remineralisierenden und
karieshemmenden Effekt von HA, der schon in mehreren Studien thematisiert wurde [[I'schop-
pe et al., 2011], Poggio et al., 2010]. Die Pridsenz von HA-Kristallen sowohl bei den geputzten
als auch bei ungeputzten PK belegt die hohe Affinitit von HA zur Zahnoberflache [Li et al..
2008]. Der genaue mikrobielle Wirkmechanismus fiir HA kann in dieser Studie nicht geklirt
werden. Ebenfalls bedarf es weiteren Untersuchungen, ob der Biofilm inhibierende Effekt auf
den geputzten PK auf das Vorhandensein von HA zuriickzufiihren ist oder ob die Menge an
Siliziumdioxidputzkorper dafiir verantwortlich ist.

In der vorliegenden Studie wurde der antibakterielle Effekt von CHX bestitigt. Aufgrund sei-
ner antimikrobiellen Wirkung und hohen Substantivitit gilt CHX aktuell als Goldstandard bei
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der chemischen Plaquekontrolle. CHX zerstort die Integritét der bakteriellen Zellmembran und
fiihrt somit zur Lyse der Zelle [Jones. 1997)]. Die Autoren eines 2006 verdffentlichten Reviews
kommen zu dem Schluss, dass die antimikrobielle Wirkung von CHX in Zahnpastaformulierun-
gen eingeschrénkt ist und deshalb so nicht eingesetzt werden sollte [Kolaht und Soolari, 2006].
Diese Befunde sind jedoch kritisch zu bewerten, da bislang eine CHX-Inkompatibilitit nur fiir
Losungen und nicht fiir Na-Laurylsulfat-haltige Zahnpasten gefunden wurde. Im Vergleich zu
den anderen Zahnpasten (Ausnahme HA-P) zeigten die CHX-Ansitze aufgrund der antimikrobi-
ellen Wirkung des CHX eine geringere bakterielle Besiedelung der geputzten und ungeputzten
Dentinoberflache [Jones, T997]. In den ungeputzten CHX-Proben waren aber in vereinzelten
Tubuli Bakterien zu erkennen, was moglicherweise auf die Schutzfunktion der Tubuli fiir die
Bakterien zuriickzufiihren ist. Die mikroskopischen Aufnahmen deuten an, dass CHX eher
auf den Biofilm als auf die initiale Pellikelschicht wirkt. Denkbar ist aber auch, dass CHX
die Oberflidche der Pellikel so veridndert, dass eine Bakterienadhédrenz verhindert wird [Hannig
und Joiner, 2006]. Der genaue Mechanismus kann durch diese Studie nicht evaluiert werden.
In einigen Langzeitstudien kam es bei der Anwendung von CHX-haltigen Mundspiillosungen
und Zahnpasten zu Zungenverfiarbungen, was die Compliance der Probanden potentiell ein-
schrinkt [Claydon et al., 2006]. Dies konnte bei diesen Probanden nicht beobachtet werden.
Die alleinige Wirkung von Al auf die Vitalitit der Bakterien und die Biofilmneubildung konnte
in dieser Studie nur durch die Versuche der A-P getestet werden, da in dieser Zahnpastaformu-
lierung keine weiteren antimikrobiellen Substanzen zugesetzt waren.

Die antimikrobielle Wirkung von Al auf die PK zeigte sich liberwiegend auf den geputzten
Proben. Dort zeigte sich im Vergleich zu den Versuchsreihen mit Wasser, B-P und H-P eine
geringere mikrobielle Besiedelung. Der antimikrobielle Effekt der CHX-P und der A-P war
auf den geputzten PK vergleichbar. Auf den ungeputzten PK erwiesen sich die HA-P und die
CHX-P der A-P als iiberlegen. Das Umspiilen der PK mit Al-haltiger Zahnpasta hatte keinen
nachweisbaren antimikrobiellen Effekt. Ob dieser Effekt der Biofilmreduktion auf das Vorhan-
densein von Al oder auf den erhohten Anteil an Putzkorpern in der Zahnpasta zuriickzufiihren
ist kann letzlich in dieser Studie nicht erklédrt werden. 1980 wurde bereits den Al-Salzen einen
antimikrobiellen Effekt zugeschrieben [Oppermann et al., 1980]. Eine Studie mit ionomeren
Fiillungsmaterialen belegte die antikariogenen und antibakteriellen Wirkungen von Al-Ionen in
den getesteten Fiillungsmaterialien [Hayacibara et al., 2003]. Ebenfalls bedarf die Frage wel-
chen antimikrobiellen Anteil Al in der CHX-P und in der HA-P zugeschrieben werden kann

weiteren Untersuchungen.
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5 Diskussion

Die H-P, die die niedrigste Fluorid-Konzentration aufwies, zeigte keinen nennenswerten Effekt
auf die Biofilmneubildung oder die Vitalitiit der Bakterien. Die Ergebnisse dieser Versuchsrunde
dhnelten denen der B-P. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass pflanzliche Zusatzstoffe keinen

messbaren antimikrobiellen Nutzen besitzen und die Plaquebildung kaum verlangsamen.

5.3 Schlussfolgerung

Die vorliegende Studie konnte den Biofilm inhibierenden Effekt von HA auf Dentin bestitigen.
Die Wirksamkeit der HA-P bei der Biofilmentfernung konnte ebenfalls in dieser in situ Studie
erwiesen werden. Es bedarf jedoch weiteren Untersuchungen ob diese Effektivitit auf das Vor-
handensein von Putzkorpern oder auf den Zusatz von HA zuriickzufiihren ist. Der Nachweis der
HA-Nanopartikeln auf geputzten sowie ungeputzten PK deutet auf eine hohe Affinitédt zur Denti-
noberfldache hin. Ein Materialeintrag von HA in die Dentintubuli konnte bei den meisten PK, die
mit der HA- P geputzt wurden oder mit dem Zahnpasta-Speichel-Gemisch in Beriihrung kamen
beobachtet werden. Dieser Eintrag in die Tubuli, sowie die Wirkung der Zahnpastariickstinde

bediirfen weiterer Untersuchungen.
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Abkiirzungsverzeichnis

Abb.: Abbildung

Al: Aluminium

A-P: Abrasiv-Paste

Aqua dest: destilliertes Wasser

B-P: Basispaste

BSE: Bovine spongiforme Enzephalopathie
CHX: Chlorhexidin

CHX-P: Chlorhexidin-Paste

EDX: Energiedispersive Rontgenspektroskopie
EPS: Extrazelluldre Polysaccharide

F: Fluorid

Gew.-%: Gewichtsprozent

HA: Hydroxylapatit

HA-P: Hydroxylapatit-Paste

HMDS: Hexamethyldisilazan

H-P: Kriuterextraktpaste

IgA: Immunglobulin A

Na: Natrium

PEG-32: Polyethylenglykol 32

PK: Priifkorper

RDA: Radioactive-Dentin-Abrasion-(Wert)
REM: Rasterelektronenmikroskop

S: Streptococcus

SiO,: Siliziumdioxid

Tab.: Tabelle

TiO>: Titandioxid

W: Wasser
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Scoring aus Abbildung 5

Score 0:

Keine Bakterien

Score 1:
Einzelne Bakterien/

Mikroorganismen

Score 2:
Kleine Bakterienkolonie,

dutzende Bakterien

Score 3:

Bakterienkolonie bis hunderte Bakterien
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Score 4:
Multiple Bakterienkolonien,
>50 % der Fliche ist Biofilm

Score 5:
Multiple Bakterienkolonien,
<50 % der Fliche ist Biofilm

Score 6:
Multilayer Bakterien,
<90 % der Fliache ist Biofilm
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Scoring aus Abbildung 6

Score 1:

Uberwiegend tote Bakterien

Score 2:

Gleich viele tote und lebende Bakterien

Score 3:

Uberwiegend lebende Bakterien
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